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RESUMO

Os residuos organicos podem servir como fertilizantes em solos pobres em
matéria organica devido ao alto conteudo nutricional para as plantas e as propriedades de
condicionamento dos solos. O nitrogénio € o nutriente cuja perda € mais provavel através
de lixiviacdo, e esta se da na forma de NOj, por sua fraca aderéncia as estruturas
quimicas do solo. Neste contexto, € de grande importancia para a agroindlstria um
residuo rico em nitrogénio, com este elemento ligado covalentemente (um fertilizante de
liberacdo lenta de nitrogénio - FLLN), que proporcione uma menor perda de nitrato ac
lencol freatico e perda de produtividade. Dentre os efeitos decorrentes da degradagao do
solo sdo de particular importancia e complexidade aqueles associados & matéria organica
do solo (MOS), visto que alteragdes na quantidade e qualidade desta, podem ocorrer em
fungdo das praticas de manejo do solo. Apesar disto, apdés mais de dois séculos de
estudos, a dinamica, reagbes e caracteristicas quimicas da matéria orgénica do solo
permaneg¢am pouco elucidadas. Para se estudar o humus este deve ser separado do
material ndo humico. Para isso, este pode ser fracionado quimicamente em substancias
humicas (SH). A elucidagdo das estruturas das SH vem a contribuir no entendimento da
dinamica destas com 0 meio ambiente, 0 que é bastante discutido hoje em dia em termos
de sequestro de carbono e aquecimento global (Hayes e Malcom, 2001). Um grande
niamero de técnicas quimicas e, em especial, as espectroscopicas [ressonancia
paramagnética eletronica (EPR), ressonancia magnética nuclear (NMR) em estado sélido,
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier por reflectancia difusa
(DRIFT), espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-VIS) de amostra sélida, dentre outras],
tém sido usadas na identificacdo, composi¢do e estrutura de residuos agroindustriais,
bem como das substancias humicas (Budziak e colaboradores, 2004). A caracterizagdo
destas amostras pode gerar um grande numero de variaveis. Neste sentido, o modelo
estatistico de métodos multivariados considera a cormrelagdao entre estas variaveis
permitindo a extragdo de uma quantidade maior de informagbes além de separar as
informagdes importantes das redundantes. Neste contexto, tanto o estudo de
metodologias que minimizem os impactos causados pela ma disposi¢do de residuos
industriais, bem como o estudo das substancias humicas presentes nos solos, sdo de
fundamental importancia em se tratando de preservagdo de meio ambiente bem como do
entendimento da atividade destas substancias nos ambientes. Um dos objetivos deste
estudo foi 0 de através de metodologia de oxidagao/nitragdo, com HNO,, agregar valor
fertilizante ao residuo lodo biolégico de fabrica de celulose; reduzir os grupos NO, do lodo
nitrado a amina, com a finalidade de aumentar a variedade de grupos ligantes no futuro
FLLN; caracterizar o lodo bioldgico, o lodo nitrado, o lodo nitrado e reduzido, por
espectroscopia de EPR, por FTIR, por UV-VIS, e por andlise elementar (C, H, N) e
analisar os dados obtidos por métodos quimiométricos. Outro objetivo deste trabalho foi o
de extrair, isolar e caracterizar, por andlises quimicas e espectroscdpicas, as substancias
humicas de solo sob diferentes manejos (campo nativo, plantio direto e floresta),
utilizando metodologia de extragdo exaustiva (trés extragdes a cada pH) e seqtiencial com
solventes aquosos (pirofosfato de sédio 0,1 mol L™, hidréxido de sédio 0,1 mol L") a
diferentes pH (7,6, 10,6 e 12,6); analisar os dados obtidos por métodos quimiométricos
(PCA e PLS) e aplicar o método PLS como método de regressao e avaliar as correlagdes
entre as técnicas espectroscopicas EPR, DRIFT e *C NMR, nas amostras de AH e AF, de
modo a prever os resultados de *C NMR por EPR e/ou DRIFT. Os resultados mostram
que foi possivel, em escala de laboratério, produzir fertilizante de liberagdo lenta de N, a
partir de lodo biolégico das lagoas de decantagdo das industrias de celulose.
Empregando-se o método da extragdo sequencial e exaustiva em diferentes pH, de SH de
solo, promoveu-se maior entendimento das estruturas das SH de solo. Este método €

xviif



extremamente trabalhoso e inédito no estudo de solos brasileiros. Foi proposta e
desenvolvida também, metodologia para caracterizar interagdes entre as fragdes
inorgénicas e organicas em SH de solo, submetido a diferentes tipos de manejo. Uma
caracteristica complicadora no estudo das SH dos solos brasileiros diz respeito ao alto
teor de Fe®, que muitas vezes toma impossivel a andlise por NMR. Assim, ao
desenvolvermos esta nova metodologia, tomamos a caracterizagdo das SH mais viaveis
técnica e economicamente.



ABSTRACT

In terms of the high nutritional content for plants and of the soil conditioning
properties, organic residues can serve as fertilizing in soils poor in organic matter.
Leaching is the most likely way of nitrogen looses. It happens in the NO’; form, because of
its weak link to the chemical structures of the soil. In this context, a residue rich in nitrogen
is of great importance for the agro industry, with this element covalently linkage (a slow
release fertilizer - SRF), that it provides less loses of nitrate ion to the underground waters
and of productivity. Among the degradation’s effect those associates to the soil organic
matter (SOM). However, two centuries after, the study of the dynamic, reactions and
chemical characteristics of the SOM remains a little elucidated. For the humus study, it
must be separated from the non-humic material. For this, it can be chemically fractionated
in humic substances (HS). The structures HS elucidation contributes to the dynamic
agreement of these HS with the environment, which is quite discussed nowadays in terms
of carbon sequestration and global heating. Several chemical and spectroscopy
techniques, in special, the spectroscopic [electronic paramagnetic resonance (EPR),
nuclear magnetic resonance (NMR) in solid state, infrared with Fourier Transformed by
diffuse reflectance (DRIFT) and ultraviolet-visible (UV-VIS) in solid sample, among others],
it has been used to identify the composition and the structure of agro-industry wastes, as
well as, HS. The characterization of those samples can generate a great number of
variables. In this way, the statistical models of multivariate methods consider the
correlation among those variables ailowing the extraction of higher amount information, as
well as to separate important information from the redundant ones. In this context, both the
methodology study that minimize the wrong disposal impact of industrial residues and the
study of soil HS are important in terms of environment preservation, as well as the
understanding of these substances activity in the environment. One of the objectives of
this study was of through the oxidation/nitration methodology, using HNOj, to add
fertilizing value to the biological sludge waste of cellulose factory; to reduce NO, groups of
the nitrated sludge to amine, with the purpose to increase the variety of ligands groups in
the SRF; to characterize the pure biological sludge, the nitrated sludge, the nitrated and
reduced sludge by EPR, FTIR, UV-VIS spectroscopy, and elementary analysis (C, H, N),
and to analyze the data by chemometric methods. Other objective of this work was to
extract, isolate and characterize, by chemical and spectroscopic analyses, the soil HS
under different managements (native field, low tillage and forest), using exhausting and
sequential extraction methodology (three extractions at each pH) with solvent (sodium
pyrophosphate 0.1 mol L' and sodium hydroxide 0.1 moli L™) at different pH (7.6, 10.6 and
12.6); to analyze the data by chemometric methods (PCA and PLS) and to apply the PLS
method as a regression method evaluating the correlation between the spectroscopic
techniques (EPR and DRIFT and C NMR), in the samples of HA and FA, in order to
foresee the resuits of *C NMR by EPR and/or DRIFT. The results showed that it is
possible, in laboratory scale, to produce SRF of nitrogen, from biological sludge of
cellulose industry. The application of the sequential and exhausting extraction
methodology at different pH, in soil HS, promoted a better understanding of the soil HS
structures. This methodology is extremely laborious and time consuming and it is new in
terms of Brazilian soil study. It was proposal and also developed, methodology to
Characterize interactions inorganic - organic in soil HS, submitted to different
managements. A difficult topic in terms of the study of the Brazilian soil HS is regards to
the high content of Fe* ion that tums impossible the analysis by NMR. Thus, the
development of this new methodology turns the HS characterization most viable in
economic and technique terms.



1. INTRODUGAO GERAL

-Nos ultimos 30 anos, varios estudos realizados com diferentes residuos
organicos tém confirmado o potencial desses materiais em aumentar a
produtividade das culturas em geral (Guimaraes e colaboradores, 1997). Devido
ao alto conteddo nutricional para as plantas e as propriedades de
condicionamento dos solos, os residuos organicos podem servir como fertilizantes
em solos florestais com deficiéncia nutricional ou pobre em matéria organica. Os
residuos organicos, aplicados em taxas aceitaveis pelo meio ambiente, resultam
em respostas de crescimento para as plantas. Um programa de cultivo que utilize
residuos organicos deve ser executado usando técnicas de manejo que nao
resultem em danos ambientais. Andlises do risco em areas nao agricolas
(incluindo florestas), sugerem que os contaminantes presentes em residuos
organicos oferecem riscos insignificantes para os seres humanos € 0 meio
ambiente quando utilizados apropriadamente, uma vez que os residuos industriais
tém melhorado muito nos ultimos 30 anos em fungdo de exigéncias legais. No
entanto, as taxas de aplicagdo ndo devem exceder a capacidade do sistema de
utilizar e reter os nutrientes aplicados, sob pena de ocorrerem perdas por
lixiviagdo, perdas econdmicas e contaminagio de lencol freatico. O nitrogénio é o
nutriente cuja perda é mais provavel através de lixiviagéo, e esta se da na forma
de NO3', por sua fraca aderéncia as estruturas quimicas do solo. Neste contexto, é
de grande importancia para a agroindustria um residuo rico em nitrogénio, com
este elemento ligado covalentemente (um fertilizante de liberagdo lenta de
nitrogénio), que proporcione uma menor perda de nitrato ao lencol freatico e perda
de produtividade. Quando aplicados apropriadamente, estes residuos organicos
podem fornecer uma alternativa excelente para fertilizantes como meio de
aumento da producdo agricola (Harrison e colaboradores, 2003). No entanto,
devem ser feitas consideragbes cuidadosas para que se tenha certeza de que os
riscos ambientais serdo minimos e que as perdas por lixiviagdo e degradagdo do

solo nao ocorram realmente (Maia, 1999).



Dentre os efeitos decorrentes da degradagdo do solo sdo de particular
importancia e complexidade aqueles associados a matéria organica do solo
(MQOS), visto que alteragdes na quantidade e qualidade desta, podem ocorrer em
funcdo das praticas de manejo do solo (Dick e colaboradores, 2002). A matéria
organica (MO), embora um componente em menor quantidade na vasta maioria
dos solos, € a principal responsavel pela estrutura e sustentabilidade do
ecossistema. Apesar disto, apés mais de dois séculos de estudos, a dinamica,
reagdes e caracteristicas quimicas da matéria organica do solo permaneg¢am
pouco elucidadas. A matéria organica do solo resulta da acumulagao dos produtos
da decomposigcao de piantas, e da decomposi¢ao parcial de residuos de plantas e
de animais. Em consequéncia a MOS pode ser dividida em-material himico e ndo
hdmico. O material humico, ou himus, € definido como material organico que foi
transformado em formas relativamente estaveis por microorganismos do solo
(Bohn e colaboradores, 1985). E esclarecedor dizer que ha quem designe o
humus como a prépria matéria organica total do solo. Para se estudar o humus
este deve ser separado do material ndo humico. Para isso, este pode ser
fracionado quimicamente em substancias humicas (SH). As substancias humicas
sdo onipresentes e encontram-se onde quer que haja matéria organica em
decomposi¢cdo. Neste contexto, a elucidagdo das estruturas das SH vem a
contribuir no entendimento da dindmica destas com o meio ambiente, 0 que é
bastante discutido hoje em dia em termos de sequestro de carbono e aquecimento
global (Hayes e Malcom, 2001).

Um grande numero de técnicas quimicas e, em especial, as
espectroscopicas [ressonancia paramagnética eletronica (EPR), ressonancia
magnética nuclear (NMR) em estado sdlido, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier por reflectéancia difusa (DRIFT), espectroscopia no
ultravioleta visivel (UV-VIS) de amostra sdlida, dentre outras], tém sido usadas na
identificagdo, composicdo e estrutura de residuos agroindustriais, bem como das
substancias himicas (Budziak e colaboradores, 2004).

A caracterizagdo destas amostras pode gerar um grande numero de
variaveis. Neste sentido, o modelo estatistico de métodos multivariados considera



a correlacdo entre estas variaveis permitindo a extragdo de uma quantidade maior
de informagdes além de separar as informagdes importantes das redundantes.

Neste contexto, tanto o estudo de metodologias que minimizem os impactos
causados pela ma disposigdo de residuos industriais, bem como o estudo das
substancias humicas presentes nos solos, sdo de fundamental importancia em se
tratando de preservagdo de meio ambiente bem como do entendimento da
atividade destas substancias nos ambientes.

Procurando abranger esta tematica, cada item (introdugdo, materiais e
métodos, etc) abordado neste trabalho, refere-se a dois assuntos, que s&o: a)
nitragdo de lodo biolégico (residuo da industria de celulose); que apresenta um
grande potencial de polui¢do (lembrar o desastre ecoldgico ocorrido com o lodo da
industria Cataguazes de Minas Gerais); a idéia é que, apds os processos de
oxidagdo/reducdo, este residuo podera ser utilizado como um fertilizante de
liberagao lenta de nitrogénio, voltando este a produgédo agrofiorestal e evitando
assim o despejo do mesmo nas lagoas de decantagdo que, conforme citado, sao
de alto risco ambiental; b) extragdo, isolamento e caracterizagao de substancias
humicas extraidas de solos sob diferentes manejos, com énfase nas metodologias
de extragdo e isolamento de substancias humicas utilizadas e dos resultados
obtidos. Aos dois assuntos aplicam-se analises multivariadas nos dados obtidos

para auxiliar a interpretagdo dos mesmos.



1.1 INTRODUGAG - INCORPORAGAO DE NITROGENIO A LODO BIOLOGICO

O Brasil € um dos maiores consumidores mundiais de madeira serrada.
Dados de 1996 indicam uma produgdo total de 22,5 milhdes de toneladas
(folhosas mais coniferas). O consumo desta producdo coloca 0 pais em quinto
lugar no mundo, mas longe ainda da Russia (90 milhdes) e dos EUA (110 milhGes)
(Souza, 1997).

A expectativa é de crescimento acelerado para os proximos anos segundo
a FAO (“Food and Agricultural Organization”). A produ¢do de madeira de
reflorestamento - Pinus taeda, Eucalyptus grandis - vem crescendo de forma
acentuada. A perspectiva de produgdo de madeira serrada de Pinus para 2001 foi
de cerca de 8 milhées de metros cubicos. A produgdo da madeira de eucalipto
também tendeu ao crescimento, particularmente entre as 'empresas de celulose e
papel. Os ultimos dados do IBGE, que sdo do ano de 2001, divulgaram que a
producdo de lenha (m®) e madeira em tora (m®) foram de aproximadamente 70
milhdes (extragido vegetal) e 100 milhdes (silvicultura). Com esta produgéo de 22,5
milhées de toneladas de madeira serrada e eficiéncia em torno de 50%, a industria
brasileira gera 11,25 milhdes de toneladas de residuos (Souza, 1997).

Diversos residuos sdo gerados no processo de producdo de celulose e
papel. A disposi¢do destes materiais gera problemas, devido aos grandes volumes
acumulados e consequentes danos ambientais decorrentes do seu destino
inadequado. A partir da década de 90, varias empresas iniciaram um processo
para gestdo de seus residuos com um enfoque que busca basicamente qualidade
ambiental e maior economia. A reciclagem destes residuos, portanto, é uma
necessidade e surge como alternativa de renda para as empresas geradoras. O
lodo bioldgico (LB) das estagdes de tratamento de efluentes € uma fonte rica em
matéria organica e, de modo geral, podem ser reutilizados na agricultura (Maia, e |

colaboradores, 1998).



1.1.1 Caracterizagao do Residuo
1.1.1.1 Lodo Bioldgico

O lodo biolégico (LB) € um dos residuos gerados nas estagbes de
tratamento de efluentes (ETE) das empresas de papel e celulose.

O uso de residuos organicos florestais como componentes de substratos
para produ¢cdo de mudas € pratica comum em diversas empresas e vem sendo

estudado em diferentes paises (Maia e colaboradores, 1998).

Estudos foram realizados na EMBRAPA Florestas objetivando avaliar o uso
de casca de Pinus e do lodo biolégico (Tabela 1) como componentes de
substratos para a produgdo de mudas de Pinus taeda. Para se conhecer as
propor¢cGes mais adequadas dessas misturas, deve-se proceder a estudos mais
detalhados que levem em consideragdo as caracteristicas quimicas e fisicas do
substrato. Além disso, a viabilidade econémica sempre deve ser dimensionada
considerando os custos de transporte e aplicagdo, os resultados para diferentes
especies e os ganhos ambientais obtidos pela reciclagem deste residuo (Maia,
1999; Moro, 1994).

1.1.1.2 Caracteristicas do Lodo Bioldgico

A Tabela 1 apresenta resultados de andlises de lodo bioldgico de fabrica de papel e

celulose, em base seca.

Tabela 1: Analise de fertilidade do substrato lodo biolégico
pH K ca” Ca“"+Mg~ A H+A”* MO P Na'

CaCl, gkg cmol/dm® cmol/dm® cmold/dm® cmol/dm® gkg mgkg mgkg

576 166 970 11,70 0 3,68 105,19 567 690

Maia, 1999.



A matéria organica (MO) do lodo biolégico é constituida em grande parte
por estruturas de lignina. A lignina € um dos trés constituintes principais da
madeira. E um polimero natural proveniente da condensacédo desidrogenada de
trés alcoois precursores: frans-coniferilico (a), trans-sinapilico (b) e para-cumarilico

(c) (Figura 1).

Figura 1: Estrutura dos alcoois precursores de ligninas
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Apesar das evidéncias experimentais, alguns cientistas contestavam a
natureza aromatica da lignina no seu estado nativo. Somente em 1954, Lange
(cifado por Santos, 2001) mostrou que os espectros no ultravioleta (UV) de segdes
finas da madeira eram caracteristicos de compostos aromaticos e, de acordo com
os estudos quimicos desenvolvidos na década de 40, as principais unidades
aromaticas presentes na estrutura da lignina foram classificadas como para-

hidroxifenila, guaiacila e siringila (Figura 2).

Figura 2. Principais unidades aromaticas presentes na molécula de lignina
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Em 1974, Nimz propds um esquema para a lignina de faia (Fagus silvatica),
que € um tipo de madeira dura. Em 1992, Morais propds um fragmento

representativo da lignina do Eucalyptus grandis, o qual esta mostrado na Figura 3.

Figura 3: Fragmento da estrutura proposta para a lignina do Eucalyptus
grandis, segundo Morais (1992)
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Apesar de alguns parametros de composigdo da lignina, como por exemplo,
fendis derivados de lignina, ja serem amplamente estudados (Dittmar e
colaboradores, 2001a, 2001b; Standley e colaboradores, 1998) muitos pontos
relativos a sua estrutura ainda permanecem em duvida, mesmo considerando-se a
grande contribuigdo trazida pela aplicagdo de técnicas de andlise instrumental
(SjOstréom, 1993; Freudenberg, 1968).



1.1.2 Importancia da Caracterizagao do Lodo Biolégico

A influéncia da matéria organica (MO) sobre as propriedades quimicas e
fisicas do solo esta relacionada com seu alto poder complexante de ions metalicos
(complexos em solugdo e de superficie), o qual por sua vez, & governado
principaimente pelo tipo e abundancia de grupos funcionais oxigenados e
nitrogenados (Sposito, 1984; Stevenson, 1994). Adicionalmente, estudos recentes
tém mostrado que a interacdo da MO com compostos organicos antropogénicos
pode ocorrer por meio do efeito hidrofébico e de interagdes do tipo Van der Waals,
cujas intensidades sdo influenciadas pela proporgdo entre a frago aromética e a
fracgo alifatica da MO (Stumm, 1992; Murphy e colaboradores, 1994; Aimendros,
1995). Consequentemente, na utilizacdo de lodos organicos para fins agricolas, &
necessaria a identificagdo prévia da composigdo quimica de seus produtos de
decomposigdo, a fim de comprovar a ocorréncia do processo de humificagdo e
estimar a qualidade do produto final.

Dick, e colaboradores, 1998 estudaram a caracterizacdo de produtos de
decomposi¢do de lodos orgéanicos oriundos da fabricagdo de celulose, em
diferentes tempos e meios de digestdo (Maia e colaboradores, 2000 e Budziak e
colaboradores, 2004) onde foram extraidas fragées da MO com solugdo de NaOH
0,5 mol L. As fragcdes foram caracterizadas por analise elementar (C, H, N), teor
de cinzas, razdo E4/Es, espectroscopia UV/NVis, infravermelho (IV) e RMN de *C
concluindo os autores que, os lodos organicos acondicionados em biodigestores

geraram MO plausivel de ser reutilizada em solos.
1.1.3 O Nutriente Nitrogénio e os Fertilizantes de Liberagdao Lenta

O nitrogénio é o nutriente exigido em maior quantidade pelas culturas. Por
ser um elemento afetado por uma dinamica complexa e que ndo deixa efeitos
residuais diretos das adubagbes, 0 manejo adequado da adubagéo nitrogenada é
dos mais dificeis. No solo, o nitrogénio existe predominantemente em formas
organicas, em uma enorme variedade de compostos ou ions, que refletem a
diversidade de compostos organicos existentes em plantas e em microorganismos



do solo. O himus ou matéria organica do solo apresenta, de uma maneira
generica, proteinas, aminoacidos livres, aglcares ligados a aminoacidos e outros
compostos nitrogenados néo identificados (Raij, 1991).

Com o passar dos anos de cultivo, o declinio do teor total de nitrogénio no
solo tem importantes consequéncias praticas. Em cada ano, o suprimento é
variavel, dependendo de condigdes climaticas do momento, que podem afetar de
forma inconstante a mineralizagdo da matéria organica. As formas disponiveis
mais importantes de nitrogénio inorganico sdo os ions aménio e nitrato. O
nitrogénio orgéanico precisa, entdo, sofrer transformagbes antes de se tornar

disponivel, na seguinte sequéncia:
N organico —» NHs" — NO2' - NO3

Embora o ion aménio possa ser fornecido ao solo sob a forma de sais,
muitas vezes a forma mais absorvida pelas plantas € o nitrato, devido as
transformagdes de um em outro; mas, o ion nitrato € muito mével no solo, estando
sujeito a lixiviagdo em climas umidos, podendo mesmo ascender no solo, em
periodos secos de grande evaporagdo de agua na superficie do solo. Neste
contexto, & extremamente importante para a agricultura produzir um fertilizante de
liberagdo lenta de nitrogénio (FLLN) evitando-se assim, perdas deste elemento, de
rentabilidade de produgido e uma possivel contaminagéo do lencol freatico. (RAIJ,
1991). Owens e colaboradores, 1999, compararam a lixiviagédo de N na forma de
nitrato com duas formulagbes diferentes de fertilizante nitrogenados em
adubagdes de forrageiras. Concluiram que a perda de nitrato foi menor quando se
utilizou FLLN (metileno uréia) do que da utilizagao de nitrato de aménia (fertilizante
inorganico convencional). Ramirez e colaboradores, 1997, testaram lignina
modificada como FLLN no cultivo de sorgo. Esta lignina modificada foi uma fonte
satisfatéria de nitrogénio mostrando menor quantidade de nitrato na é&gua
percolada do que na agua do solo fertilizado com sulfato de aménio (fertilizante

inorganico convencional).



Utilizando-se formulagdes especificas de fertilizantes para liberar N em
sincronia com o crescimento da planta, é possivel prover quantidades suficientes
de N em uma unica aplicagdo satisfazendo assim os requerimentos da planta e
mantendo também baixas concentragdes de N mineral no solo durante toda a
estacédo de crescimento. Com este conceito, muitas perdas gasosas poderéo ser
diminuidas devido ao substrato limitado.

Existem muitas formas de FLLN, dentre elas podem-se citar:

a) Fertilizantes encapsulados: fertilizantes soluveis em &gua que s3o
revestidos por uma barreira difusora; como por exemplo, os revestidos com
enxofre ou com resinas;

b) Mudang¢a no tamanho fisico dos fertilizantes granulados: uso de granulos
bem maiores de uréia, usualmente chamados de supergranulos de uréia; a
combinagdo do maior tamanho da particula com uma aplicagdo em profundidade
do fertilizante diminui as perdas por lixiviagéo;

¢) Modificagdes quimicas: geralmente complexos de compostos de N
organico, por exemplo, condensados de aldeidos com uréia que s& menos
soliveis em agua que uréia (Peoples e colaboradores, 1995).

Kraus e Warren (2000) comparando fertilizantes nitrogenados inorganicos e
fertilizantes nitrogenados na forma de irrigagdo com um composto proveniente do
residuo da produgéo de aves (cama de peru) na produgédo de mudas de pinheiros
sugeriram que a liberagédo de N e P do composto foi mais lenta e que essa fonte,
rica em nutrientes, pode substituir o uso de calcario dolomitico e alguns
micronutrientes na produ¢ao destas mudas.

Garcia-Gomez e colaboradores (2003) trabalharam com compostagem de
residuos de azeite de oliva, com adigdo de uréia e sem adicdo de uréia.
Observaram que a degradacgdo de lignina e celulose durante a compostagem foi
de 60% para o composto sem uréia e de 39% para o composto com uréia.
Observaram que no composto, com adi¢do de uréia, apesar da menor produgéo,
apresentou um produto final com menor C/N. A menor degradacdo deveu-se a
liberagdo de amodnia durante a hidrélise da uréia, o que acabou inibindo a

atividade de fungos responsaveis pela degradagdo de compostos lignocelulésicos.
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1.1.4 O Processo Nitragéb/Oxidagéo

O mecanismo comumente aceito para a nitragdo de compostos aromaticos
€ o de substituigdo eletrofilica, enquanto que para compostos alifaticos o
mecanismo mais comum é o de nitrag&o via radicais livres (Olah e colaboradores,
1989; March, 1992 citados por Cardoso, 2001)". A nitracdo do anel aromatico
desativa o anel, dificultando novas nitragées, em uma reagdo que é irreversivel e
cujos produtos sdo facilmente separados e analisados (Cardoso e colaboradores,
2001). O método mais comum para a nitragdo aromatica & através da reagdo entre
um substrato aromatico e o acido nitrico em varios meios: acido, orgénico ou
aquoso (Taylor, 1990; Olah e colaboradores, 1989; Olah e colaboradores, 1982;
March, 1992 citados por Cardoso e colabdradores, 2001)2. Em qualquer destes
meios parece indiscutivel a participagdo do ion nitrdnio como principal agente
nitrante. O primeiro pesquisador a propor o cation NO," (ion nitrénio) como agente
nitrante foi Euler® (citado por Cardoso e colaboradores, 2001) em 1903, muito
embora a existéncia do ion NO,' tenha sido demonstrada de forma conclusiva
apenas em 1946. A

Como resultado de uma série de trabalhos iniciados em 1946, Ingold e
Hughes* (citados por Cardoso e colaboradores, 2001) propuseram um mecanismo
gue é constituido de quatro etapas elementares, conforme mostra o Esquema 1.
As etapas (1) e (2) estdo associadas a formagéo' do eletréfilo, NO2', o qual, na
terceira etapa, reage com o substrato aromatico formando o intermediario de
Wheland, complexo sigma ou ion arénio (ArHNO;"). Este sofre rapida

desprotonacgdo na ultima etapa levando ao produto nitrado.

'OLAH, G. A; MALHOTA, R.; NARANG, S.C. Nitration Methods and Mechanisms. VCH Publishers. New
York,1989.

MARCH, J. Advanced Organic Chemistry. Reactions, Mechanisms and Structure. Wiley-interscience.
New York, 1992.

2TAYLOR, R. Eletrophilic Aromatic Substitution, John Wiley. Chichester, 1990.

OLAH, G. A; NARANG, S. C.; OLAH, J. A.; LAMMERTSMA, K. Proc. Nati. Acd. Sci. USA. 79, 4487, 1982.
3 EULER, E. Lieb. Ann. Chem. 330, 280, 1903.

“ HUGHES, E. D.; INGOLD, C. K.;REED, R. I. Nature, 158, 448, 1946.

INGOLD, C. K.; Structure and Mechanisms in Organic Chemistry. Cornell University Press, New York,
1969. ‘

INGOLD, C. K.; HUGHES, E. D. e colaboradores; J. Chem. Soc, 2400, 1950.
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Esquema 1. Etapas do mecanismo de Ingald-Hughes para a nitragéo

eletrofilica aromatica:

HNO; + HA 5 HoNOs'™ + A (1)
H2NO3+ s N(:)z+ + H.0 (2)
ArH + NO,;" § ArHNOZ" (3)

ATHNO," + A" — ArNO, + HA  (4)

HNO3 + ArH —» ATNOz + H0

A formagdo do ion arénio (etapa 3 do Esquema 1) explica os efeitos de
orientagdo posicional e de seletividade de substratos, induzidos por grupos
substituintes no anel aromatico. Segundo o mecanismo de Ingold-Hughes,
substituintes doadores de elétrons aumentam a densidade eletrénica do anel
aromatico e, portanto sua reatividade, observando-se o contrario para os
substituintes atratores de elétrons, o que levaria a uma seletividade em relagdo ao
substrato aromatico. Esta seletividade resulta da diferenga na velocidade de
reacdo de diferentes espécies aromaticas, em fungdo de estas serem mais ou
menos ativadas. Grupos doadores de elétrons aumentam a densidade eletrénica
nas posigées orto e para, portanto, direcionam o eletréfilo (NO,") para estas
posigées. Por sua vez, grupos atratores de elétrons diminuem a densidade
eletrdnica nas posigcdes orto e para, sem afetar a posi¢do meta, resultando,
portanto, em produtos substituidos nesta posi¢ao.

Do ponto de vista cinético observa-se que a velocidade da reagdo de
nitragdo aromatica possui cinética que é dependente das condi¢des reacionais e
da natureza do substrato aromatico (Lowry, e colaboradores, citados por Cardoso
e colaboradores, 2001)°. Em um 4&cido inorganico a fracdo de &cido nitrico
convertida em ion nitrénio é uma fun¢ao da acidez do meio. Na presenga de
excesso de acido, o acido nitrico é totaimente convertido em NO_*. Desta forma,
as etapas 1 e 2 do mecanismo de Ingold-Hughes sdo rapidas e reversiveis,

3 LOWRY, T. H.; RICHARDSON, K. S. Mechanism and Theory in Organic Chemistry. Harper
and Row. New York. 1987.
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ficando a etapa lenta a cargo das etapas 3 ou 4. A etapa 4 ndo pode ser a etapa
determinante da velocidade da reagdo, visto que, neste caso, dever-se-ia esperar
um efeito isotdpico primario na nitragao, o que ndo é observado. Estes resultados
indicam que a etapa lenta da reacdo é a formagdo do ion arénio (Esquema 1,
etapa 3) (Melander, 1960 citado por Cardoso e colaboradores, 2001)°.

Em um meio acido a etapa lenta determinante da velocidade da reagéo € o
ataque do ion NO," ao substrato aromatico, enquanto que em um meio organico a
etapa determinante da velocidade da reagdo é a formagdo do ion NO,', com
velocidade de reacdo independente da concentragdo da espécie aromatica
(CARDOSO e colaboradores, 2001).

1.1.4.1 Processo Nitragdo/Oxidagdao de Compostos Organicos

A oxidagado de turfas, de AH de solos ou AH de lodos, com &acido nitrico
(HNOs) em diferentes concentragbes, ou com misturas sulfonitricas, tem sido
usada como um método conveniente para se obter produtos de oxidagao/nitragéo
parciais, que sdo utilizadas como fertilizantes organicos mais eficientes que a
matéria organica (MO) natural (Moliner e colaboradores, 1983a, 1983b; Mangrich
e Vugman, 1990; Mangrich e Vugman, 1988). Esta reagdo de oxidagao/nitragio,
produz também, modificagbes nas varias fungdes nitrogenadas que existiam
previamente no material humico do solo, ou sedimento organico (Moliner e
colaboradores, 1983b; Mangrich e Vugman, 1990). Sao, principaimente, essas trés
acGes sobre o material humico original, nitragdo, oxidacdo e modificagdo das
fungdes nitrogenadas, que dao caracteristicas especiais as interagées destes
compostos nitrogenados com ions metalicos, um fator importante de fertilizagdo. A
maior eficiéncia destes compostos orgénicos nitrogenados, como fertilizantes
organicos é explicado como sendo' consequéncia de possuirem a relagédo
nitrogénio/carbono mais elevada e maior teor de grupos carboxilicos, queladores
de ions metalicos nutrientes de plantas (Mangrich e Vugman, 1990; Mercé e
colaboradores, 1998; Mercé e colaboradores, 1996).

¢ MELANDER, L. Isotope Effects on Reactions Rates. Roland Press. New York. 1960.
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Dick e colaboradores, 2002, mostraram que a nitragdo de carvdes e de
acidos himicos (AH) extraidos destes carvoes elevou o teor de N reduzindo a
relacédo C/N.

Alvarez e colaboradores, 2003, mostraram a eficiéncia da nitragdo em
carvies utilizando acido nitrico a baixa temberatura (50 °C). O HNO; causou
efetiva nitragdo do carvao, sendo este nitrogénio incorporado especialmente como
nitrogénio aromatico.

A seguir & mostrado modelo do processo de nitracdo/oxidagdo com
formagdo de compostos organicos nitrogenados a partir de residuo de empresa de

celulose (lodo biolégico).

Figura 4: Seqiiéncia da oxidagdo de lodo biolégico com formagao de acidos
organicos progressivamente menores (adaptado de Manahan e

colaboradores - 1978)

Lodo Bialégico

‘Oxidag3o parcial supedicial do
lodo bidldgico -

Quebra da estrutura do loda biokgico
para formar acidos himices soluveis em
dgua ’

Ho—g—g;OH’ f:> €O,

COzH

éddqivmlﬁim. écidg;oxzil_ico
Formacdo de dcidos orgénices de peso Produgio de €0, como iltima
molecular progressivamente menores produts. de: oxidagio:
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1.1.5 O Processo Redugao de Compostos Organicos Nitrados

O ferro € o quarto mais abundante elemento na crosta terrestre com
aproximadamente 5,1% de participagdo em massa. Dependendo das condigdes
ambientais, o ferro pode formar compostos estaveis em ambos os estados
divalente e trivalente. A variagdo redox entre Fe (Ill) e Fe (lll) cumpre uma
importante fungdo nos processos redox em solos anéxicos, sedimentos e SH
(Straub e colaboradores, 2001).

Com a finalidade de criar sitios com ligantes nitrogenados para quelagdo de
acidos mais moles (Cu?®, p.e.), ha necessidade de se reduzir os grupos nhitro a
aminas. Segundo, Agrawal e Tratnyek, 1996, o produto primério da redugdo de
grupos nitro pelo Fe® é a formagdo de aminas aromaticas.

A completa reducdo do ArNO, a anilina (ArNH,) pelo Fe® envolve seis
elétrons e pode ser descrita como:

ArNO, + 3Fe’ +6 H* > ArNH; + 3 Fe** + 2 H,0 (5)

A equacdo 5 representa a soma de varias meias-reagdes envolvendo dois
elétrons: a oxidagdo do Fe°

Fe’ > Fe** +2¢e (6)

e a sequencial redugdo do ArNO; a nitrosobenzeno (ArNO), fenil

hidroxilamina (ArNHOH) e anilina.

ArNO, + 2 H" +2 e > ArNO + H,0 (7)

ArNO + 2 H" + 2 & > ArNHOH (8)

ArNHOH + 3 H* + 2 e > ArNH3" + H;0 (9) (Scherer e colaboradores,
2001).

Outra forma de se realizar a redug¢do de compostos organicos nitrados é
utilizando SnCi; em meio &cido seguindo a seguinte reagao:

R-NO;+7H"+6e = R-NH;"+2H;0 (10)

Sn?* > Sn*+2e (11)

R-NO2+3Sn*+7H*> R-NHz"+38n* +2H0 (12)
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1.2 INTRODUGAO - EXTRAGAO, FRACIONAMENTO E CARACTERIZAGAO DE
SUBSTANCIAS HUMICAS DE SOLO

A superficie da Terra é alterada constantemente através de processos
naturais e antropogénicos, em alguns casos com enormes efeitos deletérios. O
solo surgiu como resultado destes processos de alteragdes naturais, chamados de
intemperismo. Este se processa por muitas alteragdes fisicas, quimicas e
biolégicas, formando um complexo de minerais com a participagdo da MOS. O
horizonte superficial € o mais rico em MO, formada pela deterioragdo de plantas,
principalmente, e de animais. Além do sequestro de carbono, a MOS tem papei
crucial na qualidade dos solos; methorando sua fertilidade, ciclagem de nutrientes,
retengéo e fornecimento de nutrientes as plantas e na criagdo e na manutengao da
estrutura do solo (Allison, 1973). Por estas razbes, se justifica a curiosidade
cientifica com relagdo a compreensdo da natureza da MOS.

Hayes e Swift (1978) consideraram que a fragdo organica do solo é
composta de organismos vivos e de seus residuos remanescentes decompostos
parcialmente e/lou completamente transformados. Os microrganismos do solo
decompdéem a MOS transformando-a em material amorfo marrom escuro, ou
totalmente escuro, que é dividido em material himico, ou humus, e material nao
humico, conforme citado anteriormente. Assim, neste trabalho, o humus é definido
como o material organico que foi transformado em formas relativamente estaveis,
por microorganismos do solo (Bohn e colaboradores, 1985). Por outro lado, a
matéria inorganica do solo (MIS) pode ser dividida em minerais primarios, com
tamanhos minimos de particulas de até ~ 20 um (quartzo, feldspatos, micas,
pedras, areias, silte), e secundarios, com tamanhos de particulas menores que ~
20 pm (argilas lamelares, 6xidos metalicos) (Lombardi, 2002). Em solos minerais,
as fragcbes argila e o humus estdo intimamente associados (Schreiner e
colaboradores, 2001). Mais recentemente, a importancia da MOS e a qualidade do
meio ambiente tem sido considerada em relagdo ao aquecimento global, ou ao
chamado, efeito da estufa. Hoje é aceito que a atividade humana, tanto agricola

como industrial, criou um desequilibrio entre fontes e dissipadores globais de C,
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causando um aumento nos gases atmosféricos. Neste contexto, o manejo do solo
é importante em termos do aquecimento global (Lal e colaboradores, 1995). A
separacgao, o fracionamento e a caracterizagdo de humus de solos minerais, com
vistas a se aferir diferengas nas estruturas quimicas em funcao do tipo de manejo,
é assunto de continuo estudo na area de substancias humicas (Hayes & Malcom,
2001), é também em nosso grupo (Novotny, 1997, 1999, Caetano, 2002) bem

como também, nesta tese.
1.2.1 Classificagdo da Matéria Organica de Solo

O conteido de matéria organica (MO) de um solo em particular é
dependente de um numero de fatores, tais como o clima, vegetacao, topografia,
natureza original, e tempo. Assim, pode-se esperar um grau elevado de
variabilidade no indice da matéria organica entre solos diferentes como, por
exemplo, os 15 cm superiores de solos arenosos, contém tipicamente matéria
orgénica de um por cento, e alguns solos mal drenados podem conter dez por
cento ou mais de matéria organica (Stevenson, 1994). A fragdo organica do solo
consiste de organismos vivos e de residuos de plantas e de animais. A matéria
organica de solo (MOS) é uma acumulagdo da decomposi¢do de plantas, e da
decomposi¢do parcial de residuos de plantas e de animais. Em conseqiéncia a
MOS pode ser dividida em material himico e ndo hdmico. O humus é definido
como material organico que foi transformado em formas relativamente estaveis por
microorganismos do solo (Bohn e colaboradores, 1985). Para se estudar o humus
este deve ser separado do material organico ndo humico. A primeira tentativa de
se isolar substancias humicas do solo foi feita provavelmente por Achard em 1786,
0 qual extraiu carvao com alcali sob acidificagdo e obteve um precipitado escuro,
amorfo.

Desde entdo, tem-se estudado os varios aspectos das substancias
humicas, incluindo procedimentos de extragdo, estudos estruturais, formacdo e

interagGes estruturais.
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O procedimento geral de extragdo envolve o uso de alcali (que pode alterar
as substancias humicas através da hidrélise e auto-oxidagao). Os componentes
neste extrato podem ser parcialmente fracionados pela precipitagdo com acidos,

sais metalicos, ou diferengas de solubilidade em solventes organicos.
1.2.2 Definigbes Basicas de Substancias Humicas

As substancias humicas (SH) sdo onipresentes e encontram-se onde quer
que haja matéria organica em decomposigdo, ou sendo transportada, como no
caso de sedimentos. Dai entdo, as SH sdo encontradas em qualquer ambiente
onde quer que haja matéria organica proveniente de solos, sedimentos ou &gua
(Hayes e Swift, 1990).

As substancias humicas sdo definidas de forma geral porque ndo sao
compostos individuais no sentido quimico, mais parecendo uma “colegdo” de
macromoléculas organicas, proximamente relacionadas (Stainsak, 2003).
Quimicamente, as SH sdo amplamente divididas em trés fragdes principais -
acidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF), e humina (HU). Estes s&o definidos
como segue:

Acidos humicos (AH): nos termos de Aiken e colaboradores (1985) &cidos
humicos consistem na fragdo de substancias humicas que precipitam em solugdes
aquosas quando o pH é reduzido a 2 ou menos de 2.

Acidos fulvicos (AF): fracdo das substancias humicas que sdo soliveis
em agua sob todas as condi¢des de pH.

Humina: esta é a fragdo das substancias humicas que nao é soldvel em
agua em nenhum valor de pH.

Assim, ndo é possivel separar substancias humicas em compostos puros.
Estas tém sido parcialmente fracionadas baseadas em caracteristicas quimicas e
de tamanho molecular. Mesmo em se tratando da obtencdo de fragdes
homogéneas (por exemplo, uma escala estreita de peso molecular) ainda assim
estas serdo muito heterogéneas (ndo se pode esperar que mesmo duas moléculas

de escala molecular semelhante sejam idénticas).
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1.2.3 Formagéao das Substancias Hamicas

Cientistas de solo e agua pesquisam estruturas quimicas de substancias
humicas ha muito tempo. Ha um consideravel sucesso em atribuir funcionalidades,
entretanto, ainda ndo ha nenhum conceito estrutural confiavel. Isto pode ser
atribuido as misturas complexas nas associagdes das moléculas que compdem as
SH. Assim ainda ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre os aspectos
estruturais quimicos das SH e métodos de manejo do solo.

Varios caminhos tém sido descritos para a formag&o das substéncias
himicas durante a decomposigdo dos residuos de plantas e animais
remanescentes no solo. Estes podem entdo ser refinados para formar dois
conceitos basicos: a) a proposta degradativa e b) o conceito de sintese.

A proposta degradativa considera que as moléculas naturais tais como as
ligninas (macromoléculas parafinicas contendo Nitrogénio), substancias
parafinicas proveniente de plantas cuticulares, proteinas e carboidratos
modificados, tornam-se parte dos residuos da humina. Quando estes residuos
suportam populagdes microbianas, os grupos funcionais polares podem ser
introduzidos nas estruturas, e as transformagbes subseqientes podem levar a
formagdo de acidos humicos, e entdo a formagéo de acidos fulvicos. A lignina é
composta de unidades similares como verificado na Figura 1. Sugere-se que estas
unidades basicas combinam-se via radicais livres fendxi mesoméricos para
produzir a lignina.

Waksman (1932) propds um caminho degradativo com a lignina como fonte
principal. Na teoria de Waksman, a lignina é considerada como sendo somente
parcialmente degradada pelos microorganismos do solo, e estes residuos entdo
incorporados ao humus no solo. A agdo dos microorganismos na lignina modifica
sua estrutura, resultando na perda de grupos metoxil e na oxidagdo das cadeias
laterais alifaticas (Flaig, 1988). Estes produtos iniciais podem ser considerados
como contribuidores a fragdo humina do solo (na definigdo classica); uma posterior
oxidagdo destes produtos poderia resultar na formagdo de acidos humicos, e
subsequentemente de acidos fulvicos. Em solos mal drenados, os fungos
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requeridos no processo de degradagéo da lignina sao ausentes, e faltam também
as circunstancias aerodbicas requeﬁdas para a despolimerizagdo microbiana da
lignina.

A proposta sintética é chamada também de “o caminho da
policondensagdo’, e esta tem a sua origem no trabalho do quimico francés,
Maillard (1912 e 1917). Considera-se que as substancias himicas sdo formadas
das reacdes entre pequenos componentes quimicos organicos no solo. E baseada
na reagdo de “Escurecimento de Maillard”. Os agucares simples reduzidos, tais
como glucose, condensada com aminoacidos, tais como a glicina, formam
substancias macromoleculares de cor marrom. Estas mostram aigumas
sémelhangas as propriedades das substancias humicas, mas exibem também
diferengas. Ambas sdo melhor discutidas por Hayes e Swift (1990).

Outros pesquisadores também tém enfatizado a sintese das substancias
humicas. Felbeck (1971) listou as seguintes quatro hipteses para a formagéo das
substancias humicas:

a) hipotese da alteragdo da planta:

Partes de plantas resistentes a degradagdo microbiana degradam
superficialmente para dar forma as substancias humicas. Os AH e a humina séo
formados inicialmente e subseqientemente degradados em AF, e eventualmente
em CO; e H,0. O material original destas plantas influencia a natureza do humicos
formados.

b) hipétese quimica da polimerizacdo:

Estas plantas sdo degradadas pelos microorganismos que usam estes
produtos da degradacdo como fonte de energia e de carbono. Os
microorganismos sintetizam subsequentemente fendis, aminoacidos, etc., que séo
entdo exportados deste ambiente, sofrendo oxidagdo e polimerizagdo, formando
as substancias huimicas. O material original desta planta ndo tem nenhum efeito
nos produtos finais.

c) hipotese da autdlise da célula:
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As substancias humicas sao os produtos da autdlise das plantas e das
células microbianas as quais ja estdo inoperéntes. Seus agucares, aminoacidos e
compostos aromaticos condensam-se e polimerizam-se.

d) hipétese da sintese microbiana:

Microorganismos usam tecidos de plantas como fonte de carbono e energia
para sintetizar materiais humicos de alto peso molecular intercelulares. Quando
estes microorganismos morrem estes sdo liberados no ambiente, onde sao
atacados pela degradagdo extracelular formando AH, AF, humina, e
eventualmente CO; e H20.

De acordo com Schnitzer (1978), é provavel que todos os quatro processos
ocorram simultaneamente, embora sob determinadas circunstancias um ou outro
poderia dominar. Entretanto, & provavel que materiais de peso molecular mais
elevado serdo formados primeiramente e estes serdo entdo degradados
subsequentemente em materiais de menor peso molecular (Schnitzer, 1978).

Uma representagdo esquematica da teoria da lignina € mostrada na figura

Figura 5: Representagdo esquematica da teoria da lignina na formagédo do
hamus (Stevenson, 1994)
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1.2.4 Estrutura e Propriedades Quimicas das Substancias Hamicas

As substancias humicas s&o misturas brutas que ainda ndo foram
separadas em fragbes puras ou razoavelmente puras. Em consequéncia, os dados
obtidos de degradagfes quimicas, espectroscopias, e afins devem ser
interpretados com cuidado. Assim, em uma amostra de substancias humicas, por
exemplo, somente algumas das moléculas podem apresentar fluorescéncia;
somente uma propor¢do pequena contribuird a um sinal de ressonéncia de spin
eletrdnico, isto é, somente algumas moléculas reagirdo a um dado experimento
(Stevenson, 1994). Usando os resultados de varios procedimentos quimicos e
fisico-quimicos de substancias hamicas, € possivel identificar grupos funcionais,
ligagcbes, alguns componentes estruturais, etc. Entretanto, ndo é possivel atribuir
estes a uma molécula ou a posicdo particular dentro de uma molécula.

Um grande numero de técnicas, tais como as espectroscopias [ressonancia
magnética nuclear (RMN), em estado liquido ou sdlido, espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletronica, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de massa, espectroscopia no
ultravioleta (UV), dentre outras], tém sido usadas na identificacdo de componentes
das SH.

Problemas sdo encontrados na aplicagdo de métodos degradativos no
estudo de substancias humicas. Quando o material de partida € “aberto” usando
estes métodos, os produtos finais podem ndo carregar nenhuma semelhanga ao
material original. Uma dificuldade adicional existe também porque os produtos
desta degradagdo sdo geralmente identificados via seus analogos metilados
(acidos como ésteres, fendlicos como éteres metilados). Isto significa que ndo é
possivel se diferenciar entre os ésteres originalmente presentes nas SH daqueles
formados com propésitos de detecgao.

As espectroscopias sdo ferramentas muito importantes porque indicam
contetdo de funcionalidades e o carater alifatico/aromatico. Usando RMN de " C
quantitativo é possivel medir o conteddo de aromaticos e alifaticos das SH com

elevado grau de exatidao (Novotny e colaboradores, 2001).



De acordo com Stevenson (1985), uma molécula do “tipo” acido humico
consiste de micelas de natureza polimérica, de estrutura basica na qual um anel
aromatico do tipo di ou tri hidroxi-fenol é ligado por -O -, - CHz -, -NH - -N =, -S -,
e outros grupos, contendo tanto grupos OH livres como ligagbes duplas de
quinonas.

Outros componentes estruturais tém sido identificados, como aglcares e
aminodcidos, a partir de hidrélises. Baseado em dados espectroscépicos, o nticleo
de materiais himicos parece conter alto conteudo de aromaticos/fendlicos, bem
como acidos carboxilicos e grupos funcionais hidroxil.

Maiores detalhes sobre estudos estruturais em substancias humicas séo
encontrados em Hayes e Malcom, 2001, Hayes e colaboradores, (1989),
Stevenson (1985), Stevenson (1994), Schnitzer (1978).

1.2.5 Distribuigdo das Substancias Hamicas

A tabela 2 fornece uma estimativa para as reservas de carbono organico de
diferentes fontes. E geralmente aceito que 50% da matéria organica do solo seja
composta de substancias humicas; entretanto isto variara, dependendo do
ambiente (Hayes e colaboradores, 2001, 1989).

Malcolm, 1985, sugere que a concentragdo média de substancias humicas
dissolvidas em aguas visualmente sem cor nos EUAéde 22 mgCL", ou44mg
C L, expressada como SH e que o valor médio de carbono organico dissolvido
(COD) para os mesmos dados é de 1,5 a 10 mg C L™". A relacdo de &cidos
fulvicos aquaticos aos acidos humicos aquaticos é de aproximadamente 9:1.
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Tabela 2: Estimativa das reservas orgénicas de carbono em diferentes
reservatorios (Hayes e colaboradores, 2001, 1989)

-15

Local Conteudo de Carbono (x 10 = g)
Atmosfera 692
_ Solo
Biota 592-827
Matéria Organica de solo 2000-3000
Acidos humicos de solo 1000-1500
Sedimentos (total) >1x107
Combustiveis fossilizados > 5000
Aguas
Oceanos
Carbono organico dissolvido (COD) 1000
Carbono organico particulado (COP) 30
Plancton 3
Agua doce
Lagos e rios
COoD 0,738
COP 0.396

Baseado na tecnologia da resina XAD, o carbono orgénico dissolvido pode
ser dividido em seis fragdes: acidos, bases e neutros hidrofébicos; 4cidos, bases e
neutros hidrofilicos (Leenheer, 1981). Em consequéncia, os processos de
adsorgdo e desorgdo podem ser controlados pelo pH do meio aquoso. A baixo pH,
o equilibrio de um acido organico favorece a formagao de cargas protonadas nao
carregadas as quais sdo sorvidas pela resina. Quando o pH é elevado, o acido
ioniza-se e & desorvido. Solutos organicos hidrofébicos neutros ndo sdo eluidos
em meios aquoso, mas 0 sdo em solventes organicos tais como metanol, etanol,
ou acetonitrila (Malcolm e colaboradores, 1977). Substancias humicas sdo os
componentes principais da fragdo acida hidrofébica. Estes compostos variam em
concentragdo de 2 mg L™ no lencol fredtico até mais de 30 mg L™ em aguas de
superficie (Thurman e Malcolm, 1981). A resina XAD-8 é usada para isolar fragdes
hidrofébicas e a resina XAD-4 para isolar as fragdes hidrofilica.

24



1.2.6 Extragao, Isolamento e Fracionamento de Substancias Hamicas

de Solo usando Extratores Aquosos a diferentes pH e Resinas XAD
1.2.6.1 Extragdo de Substancias Humicas

A fim de se estudar a estrutura de qualquer macromolécula, € necessario
isol4-la de seu ambiente natural e purifica-la. Entretanto, isto ndo ocorre facilmente
quando se trata de substancias humicas (SH). Como ja mencionado SH sao
polieletrdlitos extremamente complexos, associados a colbdides inorganicos e
outros componentes do solo. De acordo com Clapp e colaboradores (1993) os
procedimentos usados para isolar SH devem cobrir a composi¢do das
macromoléculas, os meios pelas quais estdo associadas umas com as outras e
com os coldides inorganicos do solo. Porque ndo ha nenhuma evidéncia do
controle genético ou biolégico da sintese das substancias humicas, seria inviavel
tentar isolar as macromoléculas huimicas que sdo homogéneas com relagao a
composigao e a estrutura. Os procedimentos de extragdo representaram sempre a
etapa mais critica no estudo de substancias humicas de solo.

Malcolm e MacCarthy (1986) descreveram a extragdo e o isolamento de AH
e AF de solos e sedimentos como um processo muito trabalhoso e de grande
consumo de tempo. A maioria dos pesquisadores na ansia de conduzir
experimentos relacionados a natureza diversa e a reatividade das SH, decidem
que o processo inicial de extragdo, isolamento e de purificagdo de SH de aguas,
solos, ou sedimentos que devem ser devidamente investigados, ndo s&o
necessarios. Alguns pesquisadores podem considerar o processo da extragdo
como um aborrecimento, bem como causar desnecessario atraso de semanas ou
até meses antes de se comegar a real experimenta¢do. Na realidade, estas etapas
constituem os pré-requisitos essenciais aos estudos significativos em SH, e
compreendem uma parte indispensavel do projeto experimental. Pelas razdes
acima citadas muitos pesquisadores tém usado "acidos humicos comercialmente
disponiveis" em seus estudos, e estes podem resultar em dados enganadores.

Maiores detalhes com relagdo ao isolamento de SH de solo sdo encontrados em

25



Flaig e colaboradores1975; Hayes e colaboradores 1975a; Hayes e Swift 1978;
Schnitzer 1978; Stevenson 1994; Hayes 1985; Hayes e Swift 1991; Clapp e
colaboradores, 1993.

Dubach e Mehta (1963) descreveram o método ideal de extracdo os quais
apresentam 0s seguintes objetivos:

1) O método deve conduzir ao isolamento do material inalterado;

2) As SH extraidas devem ser livres de contaminantes inorganicos, tais
como argilas e cations polivalentes;

3) A extracdo € completa, desse modo assegurando fragbes representativas
provenientes do material original;

4) O método deve ser universalmente aplicavel a todos os solos.

Hayes (1985) fez uma profunda revis&o de literatura com relagdo a extragdo
de substancias humicas de solo. Whitehead e Tinsley (1964) propuseram quatro
critérios de eficiéncia na utilizagdo de solventes para a extragdo de substancias
humicas, os quais devem ter:

1) Uma polaridade elevada e altas constantes dielétricas ou permissividade
auxiliando a dispersdo das moléculas carregadas;

2) Um tamanho molecular pequeno para penetrar na estrutura humica;

3) Habilidade de quebrar as ligagdes de hidrogénio existentes, e de fornecer
grupos alternativos a formagédo de pontes de hidrogénio entre o solvente e o
material humico;

4) Habilidade de imobilizar cations inorganicos.

Estes objetivos ainda ndo foram alcangados. Por exemplo, ha o problema
de remog¢ao de impurezas organicas adsorvidas (hidratos de carbono, compostos
proteinaceos, etc.) da "verdadeira" SH. '

Varios métodos tém sido propostos para o isolamento e o fracionamento da
matéria organica do solo (MOS) (Flaig e colaboradores1975; Hayes e Swift, 1978;
Schnitzer, 1978) e os principios envolvidos nestas metodologias de fracionamento
de SH s3o descritos em Swift (1985). O fracionamento se refere a subdivisio da
SH baseado em alguma das propriedades da sua composi¢do molecular. De
acordo com Swift (1985) ainda ha alguns pesquisadores que propéem O
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fracionamento de SH com o objetivo de serem recompensados com compostos
identificados razoavelmente puros. Porque SH s3o uma mistura, n3o é sensato
esperar isolar um composto(s) puro. Na sua maioria, o fracionamento pode
somente diminuir a heterogeneidade do sistema tanto quanto possivel. Na maioria
dos casos o fracionamento é realizado apdés a extracdo para facilitar o
entendimento das estruturas que compéem as SH realizando-se posteriores
analises. E usado assim como uma etapa preliminar as medidas espectrais.

Tradicionalmente, o fracionamento das SH é baseado nas diferengas de
solubilidade em solugdes aquosas a diferentes valores de pH, em alcool e sob
diferentes concentragées do eletrélito (“salting out”). SH tem sido fracionadas
utilizando-se outros métodos, incluindo, variagédo do pH das solugbes extratoras
pirofosfato de sédio (NasP207) e hidroxido de sddio (NaOH) (Lindqvist, 1968) e a
adicdo de vérias quantidades de ions metélicos (Pb*?, Ba*’, Cu'?) (Sowden e
Deuci, 1961).

Hayes e Swift (1978) sugeriram que a extragdo sequencial fornece um
refinamento adicional aos procedimentos, obtendo-se assim fragdes menos
heterogéneas da matéria organica de solo; e que os solventes nao-polares,
seguidos por solventes aproticos dipolares e entdo por solugdes alcalinas,
fornecem uma boa série de solventes para o isolamento e fracionamento
simultaneos da matéria organica de solo (Scheffer e Ulrich, 1960, Felbeck, 1971,
Hayes e colaboradores1975a, e Sciacovelli e colaboradores1977, Hayes e
Malcolm, 2001).

Idealmente, os métodos usados para a extragdo das substancias humicas
do solo ndo devem alterar quimicamente a matéria humica e o produto final deve
estar livre de contaminantes organicos e inorganicos (Hayes, 1985; Stevenson,
1994). O tratamento com HCI, utilizado como pré-tratamento na metodologia de
extragdo adotada pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas (“IHSS”)
para isolar acidos humicos (AH) e acidos fulvicos (AF) padrdes, pode resultar na
formagdo de artefatos (Malcolm, 1976; Thunnan & Malcolm, 1981; Gren e Raben-
Lange, 1992) afetando assim os rendimentos totais dos produtos humicos (Hayes
e colaboradores, 1975a; Garcia e colaboradores, 1993). O tratamento de HCI/HF é
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usado geralmente para remover os contaminantes inorganicos das SH, e é
também usado para retirar as “cinzas” dos padrées humicos de solo no
procedimento sugerido pela IHSS. Entretanto, este tratamento também leva a uma
perda significativa da SH extraida (Stevenson, 1994). Um procedimento alternativo
e suave, envolvendo filtragdo através de filtro de membrana de tamanho de poro
de 0,2 pm (ou menor), remove argilas e contaminantes particulados dos isolados
humicos. Neste trabalho, decidiu-se consequentemente, se evitar o pré-tratamento
acido.

Os resultados de Alexandrova (1960) indicam que as quantidades de SH
extraidas com solugdes de sal neutras ndo diminuem quando o tratamento acido é
evitado.

Bremner e Lees (1949) mostraram que até 30% da matéria organica nos
solos estudados poderia ser isolada como SH utilizando-se pirofosfato de sodio
0,1M a pH 7. Hayes e colaboradores (1975a) mostrou como o tratamento prévio
de acidificacdo pode decrescer as quantidades extraidas. Pirofosfato de sédio (0,1
mol L") em pH ambiente é um extrator mais eficiente (do que uma solugdo neutra)
em funcdo das condigdes alcalinas geradas (Choudhri e Stevenson, 1957). Alguns
pesquisadores (Kononova, 1966; Schnitzer e colaboradores 1981) usaram a
mistura das solugdes de NaOH 0,1 mol L™ e pirofosfato de sédio 0,1 mol L™ as
quais combinam as propriedades de elevado pH com as propriedades
complexantes metalicas do pirofosfato (Hayes, 1985).

A razdo de se usar uma série de solventes a diferentes pH, isto é,
crescentes pH € que, quanto mais se eleva o pH do solvente extrator, mais grupos
funcionais se tornam ionizados e diferentes conformagdes moleculares sdo
verificadas pela repulsédo entre os grupos adjacentes carregados negativamente e
a SH solvatada. Desta forma, Hayes e colaboradores1985, sugerem a seguinte
sequéncia de solventes:

1) Pirofosfato de sédio (0,1 mol L™ ajustado a pH 7,6):

Este apresenta propriedades moderadas de solvatagdo. O pirofosfato forma
preferencialmente complexos com cations divalentes e polivalentes, responsaveis
pela formagdo de “pontes” inter e intramoleculares entre as moléculas humicas.
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Este efeito de “ponte” inibe a solvatagdo da SH. Quando o pirofosfato complexa os
cations polivalentes, as SH ficam livres para solvatar.

2) Pirofosfato de sédio (0,1 mol L™ ajustado a pH 10,6):

Neste sistema, como no anterior, o pirofosfato complexa cations
polivalentes. A elevado pH, o aumento da solubilidade proporciona a ionizagdo de
grupamentos acidos fracos (comparado com o solvente a pH 7,6). Para minimizar
a oxidagdo a altos valores de pH, € necessario realizar a extragdo sob atmosfera
de gas N..

3) Pirofosfato de sddio (0,1 mol L™ ajustado a pH 12,6):

Este sistema leva a recuperagdo de SH contendo funcionalidades, as quais
nao sao ionizaveis a baixos valores de pH, como alguns fendis e endis. O
procedimento deve ser realizado em atmosfera inerte para evitar a formagao de

artefatos a este elevado valor de pH.
1.2.6.1.1 Filtro de Tamanho de Poro Controlado

Coldides de argila, por exemplo, encontram-se na escala de tamanho de
0,001 a 1,0 pm aproximadamente. Este problema pode ser superado com o uso
de filtros de tamanho de poro controlado.

Quando membranas de 0,45 pm encontram-se parcialmente saturadas
(poros parcialmente obstruidos), o tamanho eficaz do poro € reduzido < a 0,1 pm.
Assim sendo, ao se filtrar a solugdo extraida é importante filtra-la duas vezes. A
primeira filtragem teria a fun¢ao de saturar os poros do filtro e a segunda filtragem,
ja com o filtro “parcialmente obstruido”, sera entdo mais eficiente. H4 um certo
numero de filtros disponiveis, com diferentes tamanhos e tipos, utilizados na
filtragdo de substancias himicas, e as vantagens e as desvantagens dos varios

tipos de filtros sdo esbogadas na tabela 3.
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Tabela 3: Vantagens e desvantagens de filtros de diferentes matrizes usados
na filtragdo de materiais extraidos para posterior isolamento de substancias
humicas de solo e aquaticas (Aiken, 1985)

Tipo de Matriz Vantagens Desvantagens
Membrana de Prata Tamanho de poro Caracteristicas de
uniforme e propriedades baixo fluxo; cara; baixa
bactericidas. sor¢do de certos

componentes organicos,
como as mercaptanas.
Fibra de vidro Caracteristicas de Particulas maiores
alto fluxo; econémica. que o tamanho de poro
nominal podem passar
através do filtro.

Membrana Tamanho de poro Agentes de
Organica, Acetato de uniforme; econdmica. “molhamento” contaminam
Celulose/Nitrato de o filtrado; Sor¢do de
Celulose organicos pela matriz.

Surfactantes organicos sdo incorporados em filtros de membrana organicos
(por exemplo, acetato de celulose e nitrato de celulose) para aumentar a
capacidade de “molhamento” dos mesmos. Estes surfactantes lixiviam e
contaminam os materiais filtrados (Hwang e colaboradores, 1979), a menos que
sejam removidos lavando-os com grandes quantidades de agua destilada. Filtros
de membrana de acetato de celulose Sartorius 0,2 pm foram empregados neste
estudo; estes ndo contém agentes de molhamento, e tém um carater de carga

menor do que os filtros de nitrato.

1.2.6.2 Isolamento e Fracionamento de Substancias Humicas utilizando
Resinas XAD -

Os métodos usados para isolar substancias humicas incluem: precipitagcdo

(Jeffrey e Hood, 1958; Klidcking e Muiche, 1969; Sridharan e Lee, 1972; Leenheer,
1984); ultrafiltracao (Milanovich e colaboradores, 1975); extragdo usando solvente
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(Eberle e Schweer, 1974); resinas trocadoras anidnicas (Packman, 1964);
congelar a seco (liofilizagao) (Malcolm. 1968 e Milanovich e colaboradores, 1975);
concentragdo congelada (Baker, 1970); e osmose reversa (Deinzer e
colaboradores, 1975). Entretanto, estes métodos tiveram seu sucesso limitado
porque estes permitem somente o isolamento e/ou a recuperagdo parcial das
substancias himicas. Além disso, as amostras obtidas continham contaminantes
organicos e inorganicos ndo-humicos (Malcolm, 1991).

Um importante passo no isolamento de substancias humicas foi o uso de
resinas Amberlite XAD. Muito dos trabalhos de pesquisa basica no uso destas
resinas foram realizados nos Laboratérios de Exame Geoldgico dos Estados
Unidos em Denver, Colorado, EUA. Diversas resinas XAD foram avaliadas, e
varios procedimentos foram desenvolvidos no isolamento de constituintes
organicos, incluindo substancias humicas de solo e agua (Malcolm, 1991).

O processo da resina XAD envolve a sorgio seletiva das SH e de sua
recuperacgdo subsequente das resinas. Os solventes organicos ndo sdo usados na
preparagao da amostra, e as técnicas envolvidas sdo simples, rdpidas para
grandes volumes de agua (no caso de substancias humicas provenientes de agua)
e quantitativas (Thunnan e Malcolm, 1981).

A tecnclogia da resina pode ser usada para a separa¢do de sacarideos
ligados ndo covalentemente a peptideos, e de outras impurezas organicas.
Hatlsler (1986), Afisler e Hayes (1996), e Anderson e colaboradores (1987)
usaram a XAD-8 com esta finalidade.

Esta resina é usada no isolamento de acidos fulvicos de solos (AF) no
procedimento da IHSS.

As resinas XAD s&o polimeros ndo idnicos, macroporosos de grandes areas
superficiais (tabela 4). XAD-1, XAD-2 e XAD-4 sdo copolimeros aromaticos de
estireno divinil benzeno; XAD-7 e XAD-8 sao polimeros alifaticos do acido metil
acrilico (tabela 3). XAD-1 e XAD-2 tém sido usadas para isolar substancias
humicas de aguas do mar (Stuermer e Harvey, 1977), e XAD-2 e XAD-8 tem sido
usadas para isolar estas substancias humicas de aguas de superficie, de lengol
freatico e substancias humicas de solo (Weber e Wilson, 1975; Thunnan e
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Malcolm, 1981). Entretanto, tem-se verificado que eluir substancias humicas das
resinas de estireno divinil benzeno (XAD-1, -2, -4) € mais dificil do 'que das resinas
hidrofilicas de éster acrilico (tabela 3). Isto pode ser relacionado as propriedades
de relativa polaridade e as propriedades aromaticas/ndo aroméaticas das resinas.
Solutos organicos sdo retidos aos adsorventes alifaticos por processos fisicos de
adsor¢do de baixa energia (1 - 5 kcal M), tais como ligagGes de hidrogénio e
forgas de Van der Waals (Simpson, 1972). No caso das resinas de estireno divinil
benzeno, a adsor¢gdo poderia envolver interagées hidrofobicas e possivel
interagGes - com os componentes aromaticos da matriz. Além disso, a cinética
de sor¢ao do acido fulvico nas resinas aromaticas € lenta, e a difus&o nos poros
menores é a etapa controladora desta velocidade (Aiken, 1985).

Entretanto, porque a XAD-7 e XAD-8 s&o mais hidrofilicas, elas “molham”
mais prontamente, tem cinéticas de sorcdo mais rapidas e permitem que o
equilibrio seja alcangado mais rapidamente. Apresentam também alta capacidade
de sor¢do, e sdo mais eficientes na fase de eluigdo inversa. Entretanto, a XAD-7
proporciona sérios problemas de “sangramento da resina” em NaOH e assim a
XAD-8 deve ser usada em preferéncia a XAD-7 no isolamento de substancias
hudmicas (Aiken e colaboradores1985).

Powell e colaboradores (1992) e Town e Powell (1993) sugerem que AH
recuperados usando a tecnologia da resina XAD-8 s3do diferentes daqueles
isolados na maneira convencional quando os valores de pH de extratos alcalinos
do solo sdo ajustados a 1. Seus estudos indicam que as moléculas humicas
grandes (peso molecular > 30 000) ndo sado sorvidas pelas resinas XAD.
Yonebayai e Hattori (1990) sorveram AH na resina XAD-8 a pH 3 e eluiram a pH 7
e 11, em uma solug@o de 50% de etanol e ndo encontraram nenhum problema.

Ping e colaboradores (1994) mostraram o uso das resinas XAD-8 e XAD-4
em seqUéncia (Malcoim e MacCarthy, 1992) para o isolamento das fragGes
humicas de solos provenientes do Alasca, indicando que os AH foram
recuperados satisfatoriamente pelo procedimento usado. Maiores informagdes
sobre a aplicagdo das resinas XAD no isolamento de SH do solo é verificado em
Clapp e Hayes, 1996. Estes usaram uma técnica de extragcdo seqlencial e
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exaustiva no isolamento de fragbes humicas de um solo Mollisol. Suas

consideragbes levam a combinar o procedimento exaustivo e seqiencial da

extraggdo com as técnicas da resina. Esta combinagdo pode fornecer o

fracionamento baseado em diferengas nas funcionalidades acidas, bem como em
diferengas de densidade de carga, e de polaridade. A resina XAD-8 foi usada

neste estudo para isolar as fragées hidrofébicas. A figura 6 mostra a possivel

estrutura da matriz da resina XAD-8 usada no processo de isolamento.

FIGURA 6: Componentes estruturais da resina XAD-8 (éster acrilico) usadas

no isolamento de SH (Aiken, 1985)
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Tabela 4: Propriedades das resinas XAD (Aiken, 1985)

Nimeroda Areade Tamanho Ligagdes Densidade Polaridade Eficiéncia

Resina  superficie de Poro  Cruzadas de Eluicao
XAD m? g~ (A)
Polimero Estireno divinil benzeno
100 200 Baixa 1.06 Nao 70
2 330 90 Moderada 1.08 Nao 75
750 50 Alta 1.09 Nao 70
Polimero Ester Acrilico
450 80 Moderada 1.25 Leve 98
250 250 Baixa 1.26 Leve 98
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As resinas devem ser meticulosamente limpas (lavadas) antes do seu uso.
Pequenos contelidos de contaminantes podem se incorporar permanentemente na
matriz da resina por ligagdes irreversiveis. E essencial remover tais substancias,
usando-se extragdo soxhlet com solventes orgénicos, para eliminar a
contaminacdo cruzada nas amostras. Maiores detalhes dos processos de limpeza

destas resinas s3o descritos por Hayes (1993).
1.3 INTRODUGAO - PLANEJAMENTO E OTIMIZAGAO DE DADOS

Um dos problemas mais comuns ao se realizar um experimento, é
determinar a influéncia de uma ou mais variaveis sobre uma outra variavel de
interesse. No planejamento de qualquer experimento, o primeiro passo a ser
tomado € a definicdo de quais sdo os fatores e as respostas de interesse. Os
fatores, em geral, sdo as varidaveis que o experimentador tem condigGes de
controlar. Podem ser qualitativos como o tipo de catalisador, ou quantitativos,
como a temperatura. As réspostas sd0 as variaveis de saida do sistema, sobre as
quais ha o interesse e que serdo ou ndo afetadas por modificagdes provocadas
nos fatores. Também podem ser qualitativas ou quantitativas. Dependendo do
problema, se pode ter varias respostas de interesse, que talvez precisem ser
consideradas simultaneamente (Barros Neto e colaboradores, 2001).

O planejamento dos experimentos, isto é, a especificagcdo detalhada de
todas as operagbes experimentais que devem ser realizadas, vai depender do
objetivo particular que ele quiser atingir.

Planejamentos fatoriais sdo muito Uteis em investigagSes preliminares,
quando se quer saber se determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a
resposta, e nao se esta preocupado ainda em descrever muito rigorosamente esta
resposta (Box e colaboradores, citados por Barros Neto e colaboradores, 2001 )7.

Planejamentos fatoriais tém sido usados para verificar a influéncia da

erosdo (simulagdo da remogao da superficie do solo) na perda de produgdo de

"BOX,G.E.P.; HUNTER, W. G.; HUNTER, J. S. Statistics for Experiments: an Introduction to
Design, Data Analysis and Model Building. New York. Wiley. 1978.



trigo (Tnticum aestivum L. cv. ‘Roblin') e para determinar a extensdo da
quantidade perdida de nitrogénio e potassio em dois solos artificialmente erodidos
(Izaurralde e colaboradores, 1998). Estes planejamentos tém sido usados também
como estratégias alternativas para facilitar as medidas de amostragem em perfis
de solo (Ritter e colaboradores, 2004), na otimizagdo da flotagdo de carvdes
(Pradyumna e colaboradores, 2004) e na otimizagdo das propriedades fisico-
quimicas de silicatos de Ferro (lll) (Bogacki e colaboradores, 2004).

Para executar um planejamento fatorial, se inicia especificando os niveis
em que cada fator deve ser estudado, isto €, os valores dos fatores (ou as classes,
nos casos qualitativos) que serdo usados para fazer os experimentos. Para fazer
um planejamento fatorial completo, se deve realizar experimentos em todas as
possiveis combinagdes dos niveis dos fatores. Cada um desses experimentos, em
que o sistema é submetido a um conjunto de niveis definidos, € um ensaio
experimental (Barros Neto e colaboradores, 2001).

Estudos de otimizagdo, empregando analises fatoriais e metodologia de
superficies de resposta, tém sido usadas na investigagdo dos efeitos de diferentes

fontes de nitrogénio (Gorret e colaboradores, 2004).
1.3.1 Planejamento Fatorial 2°

Quando temos trés fatores de interesse no estudo e desejamos varia-ios
todos ao mesmo tempo devemos construir um planejamento fatorial 2° como pode
ser visto na Figura 7 a seguir. No caso da Figura 7 (exemplo de planejamento 2°)
os trés fatores de interesse sdo: temperatura (°C), tempo de reagdo (horas) e

concentragdo (mol L)
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Figura 7: Interpretagdo geométrica dos efeitos em um planejamento 2°

Tempo de reacio

1 T
-1 1
Temperatura

Um exemplo destes ensaios esta disposto na Tabela 5 e 6 na chamada
ordem padrdo. Todas as colunas comegam com o nivel -1 e depois os sinais vao
se alternando. Um a um na primeira coluna — + — + ..., depois dois a dois, — — +
+ .., e finalmente quatro sinais negativos e quatro positivos, na terceira coluna.
Assim, se pode escrever a matriz de planejamento de qualquer fatorial de dois
niveis. Ao se reescrever a matriz de planejamento (Tabela 5), se substitui os
elementos pelos sinais algébricos que identificam o nivel como superior (+) ou
inferior (-), assim os elementos 40, 6 e 1,0 serdo substituidos pelo sinal menos e

os elementos 60, 12 e 6 serdo substituidos pelo sinal mais (Tabela 6).

Fatores (-) (+)
1: Temperatura (°C) 40 60
2: Tempo de reagéo 6 12
3: Concentragdo (mol L) 1,0 6,0
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Tabela 5: Resultados do planejamento fatorial 2° - Fatores

Ensaio Temperatura ("C) Tempo de reagdo Concentragdo (mol L)
(horas)
1 40 6 1,0
2 60 6 1,0
3 40 12 1,0
4 60 12 1,0
5 40 6 6,0
6 60 6,0
7 40 12 6,0
8 60 12 6,0

Tabela 6: Resultados do planejamento fatorial 2° — Nivel superior e inferior

Ensaio 1 2 3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

(Barros Neto e colaboradores, 2001)

1.3.2 Planejamento em Estrela

Quando ndo é mais possivel determinar as estimativas em fungio da

existéncia de mais parametros do que niveis, & necessario ampliar o

planejamento. A ampliagdo pode ser feita de vérias formas, sendo a mais comum

a construgdo do chamado planejamento em estrela.
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Este tipo de planejamento é utilizado para verificar qual é a tendéncia da
resposta verificada em planejamentos preliminares como o fatorial 28,

O planejamento em estrela pode ser explicado como sendo um fatorial 22
com ponto médio, girado de 45° em relagdo a origem de partida, com isto se
obtém 4 novos pontos que, assim como os primeiros, estdo a uma distancia 212
unidades codificadas do ponto central estando todos eles sobre uma
circunferéncia de raio 2'2. Totalizam assim 9 ensaios onde s3o estudadas duas
variaveis em dois niveis diferentes. O resultado é uma distribuicdo ortogonal,
como mostra a Figura 8 a seguir. (Barros Neto e colaboradores, 2001).

O planejamento em estrela permite determinar a tendéncia da resposta

verificada no planejamento fatorial.

Figura 8: Planejamento em estrela para duas variaveis codificadas

2

1.3.3 Calculo dos Efeitos e Interagées

Para estudar o efeito de qualquer fator (concentracdo do HNOs,
temperatura e tempo de reac&o) sobre uma dada resposta (oxidagao/nitragao) é
necessario variar de nivel e observar o resultado que esta variagdo produz sobre a

resposta.
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Quando o efeito de uma variavel depende do nivel de outra variavel, pode-
se dizer que as duas variaveis interagem e, portanto, pode-se calcular o valor do
efeito de interagdo entre elas. Por definigdo, a metade da diferenga dos outros
efeitos, determina o efeito de interacdo entre dois fatores. (Barros Neto e
colaboradores, 2001). Nos planejamentos de dois niveis costuma-se identificar o
nivel superior e inferior com os sinais (+) e (-), respectivamente.

O calculo do efeito principal pode ser calculado pela diferenga entre a
média das respostas no nivel superior (& +) e a média das respostas no nivel
inferior (3 -).

Efeito principal (EP) = 5. - 6.

O calculo das interagdes é feito da mesma forma que o calculo do efeito

principal.
1.3.4 Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta tem duas etapas distintas, a
modelagem e o deslocamento, que sdo repetidas quantas vezes forem
necessarias, com o objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie investigada.
A modelagem normalmente é feita ajustando-se modelos simples (em geral,
lineares ou quadréticos) a repostas obtidas com planejamentos fatoriais ou com
planejamentos fatoriais ampliados. O deslocamento se da sempre ao longo do
caminho de maxima inclinagdo de um determinado modelo, que é a trajetéria na
qual a resposta varia de forma mais pronunciada (Barros Neto e colaboradores,
2001).

Inicia-se a andlise admitindo-se que a superficie de resposta na regido
investigada é uma fungao linear dos fatores, e que, portanto a resposta pode ser
estimada através da equacao:

y = bo + bix1 + baxa,

onde bg, by e b, sdo estimadores dos parédmetros do modelo e x; e x»

representam os fatores codificados.
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Se 0 modelo linear ndo servir mais, devemos partir para um modelo
quadratico, cuja expressdo geral é:

¥ = bo + bixs + baXg + by1xi? + baoxg? + byg x4x2.

Este modelo tem seis parametros. Como ndo é possivel determinar as
estimativas quando ha mais parametros do que niveis, é preciso ampliar o
planejamento. A ampliagdo pode ser feita de varias maneiras, sendo a mais

comum a construgdo de um planejamento em estrela.

1.4 INTRODUGAO - METODOS ESPECTROSCOPICOS E ANALISES
QUIMIOMETRICAS

1.4.1 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

A espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica € uma técnica
bastante sensivel, ndo destrutiva e diz respeito a detecgdo de elétrons
desemparelhados de uma amostra, em fase liquida ou sélida, e a caracterizagéo
de seu ambiente quimico (Nakagaki, e colaboradores, 1997).

A espectroscopia de EPR tem sido utilizada no estudo de SH (Plaza e
colaboradores, 2003; Bayer e colaboradores, 2002; Senesi, 1990). Além da
identificagdo de radical livre organico (RLO), a espectroscopia de EPR pode
fornecer outros parametros espectroscopicos como quantificagdo do fator g,
largura de linha e saturagdo de poténcia do sinal do radical livre que podem dar
informagdes detalhadas sobre as SH (Martin-Neto e colaboradores, 1994). O valor
de g pode ser calculado a partir da posi¢ao da linha de ressonancia no espectro:

g=hv/peH

Havera transi¢do entre dois estados de spin quando a frequéncia (v) da

radiacdo de microondas satisfaz a equagao:
AE =h.v =gpeHo
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onde:

h = constante de Planck;

e = magneton de Bohr,

Ho = campo magnético efetivo;
v = frequéncia;

g = fator de proporcionalidade;

Em compostos contendo atomos leves, como radicais livres organicos
(RLO), o valor de g é proximo ao g do elétron livre (ge = 2,0023), na faixa de
2,0020 a 2,0060. Em espécies quimicas constituidas por atomos paramagnéticos
mais pesados, como os dos ions dos metais de transigdo, esses acoplamentos

sdo maiores e os valores de g sofrem uma variagdo maior (Guimaraes, 1997).
1.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

A primeira observagdo do fendémeno de NMR ocorreu em 1945 (Gunther,
1995). As primeiras tentativas de uso da espectroscopia de NMR para a
caracterizagao estrutural das SH foram reportadas por Barton e Schnitzer (1963) e
Neyroud e Schnitzer (1972). Espectros de '°C com polarizagdo cruzada e rotagdo
em torno do angulo magico ('*C CPMAS NMR) de solo inteiro tém sido reportados
por Wilson e colaboradores (1981) e desde entdo a NMR no estado sélido tem
sido a técnica mais utilizada para estudos estruturais da matéria organica
ambiental (Pérez e colaboradores, 2004; Kraus e colaboradores, 2004; Marche e
colaboradores, 2003; Hu e colaboradores, 2000; Preston e colaboradores, 1996;

Wilson e colaboradores, 1990).

1.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) e Reflectancia Difusa (DRIFT)

As andlises por espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR) tém sido usadas nos estudos de macromoléculas organicas
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complexas como as SH (Schnitzer, 1971; Stevenson, 1982; Inbar e colaboradores,
1989) e para identificar grupos funcionais em SH, como &cidos carboxilicos,
aminas, amidas, grupos alifaticos e grupos hidroxilas (Pain, 1990). Desta forma,
permite-se obter valiosas informa¢des sobre a natureza e posi¢do dos grupos
funcionais nos acidos humicos (AH) das mais diversas origens. Tem sido usada
também para avaliagdes dos efeitos dos extratores quimicos utilizados e o grau de
pureza alcancado através dos processos de purificagdo. Outras aplicagbes da
técnica espectroscopica estdo relacionadas com a investigacdo de possiveis
trocas nas estruturas quimicas das SH e na indicagcdo de interagbes com
pesticidas, metais e argilas nos ambientes aquaticos, terrestres e na investigagao
de solos in situ (Chen e colaboradores, 1977; Senesi e colaboradores, 1989;
Martin-Neto e colaboradores, 1994; Arocena e colaboradores 1995; Kononova,
1966; Schnitzer e colaboradores, 1978; Bravard e colaboradores, 1991; Martin-
Neto e colaboradores, 1991; Pérez e colaboradores, 2004; Wang e colaboradores,
2004).

Espectroscopia de infravermelho por reflectancia difusa com transformada
de Fourier (DRIFT) tem diversas vantagens sobre a técnica tradicional de pastilha
de KBr (Fuller e Griffiths, 1978; Baes e Bloom, 1989). E mais rapida (os espectros
de uma amostra em p6 podem ser obtidos em menos de um minuto) e necessita
pouca preparagdo da amostra (moer € suficiente) sendo superior por mostrar mais
fielmente a presenga de componentes inorganicos nos solos (Nguyen e
colaboradores, 1991; Rumpel 2001). |

A ihterpretagéo dos espectros é dificil, devido a influéncia crescente de
componentes inorganicos do solo com o aumento da profundidade e a
sobreposi¢cao entre as bandas de absor¢ado individual (Hempfling e colaboradores,
1987). Alguns destes problemas podem ser superados usando a subtracdo
espectral de espectros de infravermelho digitais (Painter e colaboradores, 1983,
Skjemstad e colaboradores, 1993), mas infelizmente os picos no infravermelho de
solos e MO sdo frequentemente demasiado complexos para fornecer dados
quantitativos visuais simples (Janik e colaboradores, 1995, Rumpel, 2001).
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1.4.3 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

Apesar de seus espectros aparentemente simples, a espectroscopia de UV-
VIS se constitui em uma técnica util para a caracterizagdo das mais variadas
substancias e moléculas em misturas complexas como as das SH. A
espectroscopia na regiao do UV-VIS permite a identificagdo de transi¢cdes de
elétrons entre grupos adjacentes (transicbes eletrOnicas). Por esta razdo, a
espectroscopia de UV-VIS é também chamada de espectroscopia eletrénica.
Como as suas transi¢des eletronicas ocorrem, muitas vezes, na faixa do visivel, os
fisicos costumam chama-la também de espectroscopia Optica. Os elétrons de
ligagGes quimicas absorvem energia na faixa do ultravioleta — visivel (190 — 800
nm), e os grupos que os contém sdo chamados cromdéforos, grupos insaturados
covalentes, responsaveis pela absorgao eletrénica, como por exemplo, C=C, C=0
ou NO,. Ligados aos cromdforos estdo os auxécromos, grupos saturados, ou
atomos, que alteram tanto o comprimento de onda como a intensidade da
absorgdo como, por exemplo, OH, NH; e CI (Silvertein e colaboradores, 1979).

A técnica de UV - VIS é utilizada para medidas da chamada razdo E4/Es
das SH (Chen e colaboradores, 1977), ou seja, a razdo das absorbancias entre
465 nm (E4) e 665nm (E6). A razdo E4/Eg tem sido utilizada como parametro para
‘medida do grau de conjugagdo e/ou condensagdo dos anéis aromaticos das SH e
logo do grau de humificagdo complementarmente aos dados obtidos por EPR e
FTIR (Rivero e colaboradores, 2004; Guimaraes, 1997).

Sabidamente os dados obtidos a partir da razdo E4/Es sdo controversos na
literatura (CHEN e colaboradores, 1977) e serdo utilizados com o devido cuidado e
tentativamente correlacionados com outros pardmetros espectroscopicos mais
precisos, como nivel de semiquinonas por EPR.

A baixa razdo E4/Es esta diretamente relacionada com o aumento da massa
molecular e condensacgdo de grupos aromaticos e inversamente relacionada com
a quantidade de grupos alifaticos. Estudos mostraram que este dado independe
da concentragdo de material humico, mas varia para materiais obtidos de
diferentes tipos de solos e sedimentos (Santos e colaboradores, 1999).
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A razéo Ey/E4 (razdo entre as absorbancias em 270 e 407 nm) determinada,
entdo, por absorgdo no ultravioleta, tem sido um método para distinguir a origem
da MO do ambiente. A maior razdo E./E4 implica maior participacdo de plantas

terrestres com altos niveis de estruturas de ligninas (absorgdo em 270 nm).
1.4.4 Andlise ElementardeCHN S

As caracteristicas fisicas e quimicas de SH dependem de muitos fatores,
dentre os quais pode-se citar a procedéncia do material original, condi¢cées
climaticas (zona tropical, subtropical, moderada ou fria), acidez e o grau de
umidade do solo, podendo variar em relagdo a composicdo elementar
(KONONOVA, 1966; SCHNITZER e colaboradores, 1972). Desta forma, o
percentual de carbono estaria na faixa de 45 a 65 g 100 g (%), a de oxigénio
entre 30 e 48 g 100g™, a de nitrogénio entre 2 e 6 g 100 g e hidrogénio abaixo de
5 g 100 g' (KONONOVA, 1966). Tem sido verificado que 75 % do nitrogénio
encontrado nos AH provém de aminodacidos, glicosamidas e compostos
heterociclicos (BREMMER, 1966).

A relagdo C/N é um indice classico da atividade biética do solo e diminui,
em casos de aporte de material organico rico em C, ou aumenta, em casos de
aporte de material organico rico em N com o grau de decomposi¢do da MOS até
estabilizar-se em valores proximos de 10 a 12. As razdes atémicas O/C e H/C, por
sua vez, sdo caracteristicas do grau de transformagdo da MOS: a alta relagdo O/C
indica elevada transformagdo sob processos oxidativos, e a baixa relagdo H/C
indica maior aromaticidade das SH. Construindo-se um gréfico da razdo H/C
versus O/C pode-se classificar as SH de acordo ao grau de transformacgéo destas
(PAIM e colaboradores, 1990).

1.4.5 Andlises Quimiométricas

A caracterizagdo das amostras por andlises quimicas e espectroscopicas

podera fornecer um grande numero de varidveis. Cada amostra analisada



somente por infravermelho, na faixa média do espectro (4000 a 400 cm™), em
resolugdo de 2 cm™, p.e., produz 1800 variaveis. Além do volume de trabalho, na
analise individual de cada varidvel (univariada) perde-se as informagbes da
variancia total dos dados e de como essas varidveis se correlacionam. O modelo
estatistico de métodos multivariados considera a correlagéo entre essas variaveis
permitindo a extragao de uma quantidade maior de informagdes.

A anélise de componentes principais (PCA, do inglés “principal component
analysis’) € um meétodo exploratério que tem como objetivo separar as
informagdes importantes das redundantes pela redugdo dos dados a partir da
combinagao linear das variaveis originais gerando um novo conjunto de variaveis
pela decomposi¢do dos dados da matriz X (onde as linhas sdo as amostras e as
colunas sdo as varidveis) em uma soma de matrizes (novas variaveis chamadas
de Componentes Principais). Essas novas matrizes, as CP, sdo produtos de
vetores chamados de “scores” e “loadings”. A primeira componente (CP1) é
definida na diregdo de maxima variancia do conjunto de dados. A CP2 é definida
na dire¢do que descreve a maxima variancia no espago da CP1, de forma que
cada componente principal (CP1, CP2 CP3, etc.) é responsavel pela fragdo
sucessiva de variancia dos dados consistindo num sistema de coordenadas
ortogonais entre si e, portanto, ndo correlacionadas. As primeiras CP explicam a
maior parte da variancia dos dados e podem ser usadas para representa-los (Wold
e colaboradores, 1987 e Geladi e colaboradores, 1989).

Na analise exploratoria sdo examinadas as relagées entre as amostras, e
entre as variaveis, através de graficos de “scores” e “loadings” respectivamente,
0s quais permitem também avaliar a influéncia de cada varidvel em cada amostra,
encontrando similaridades ou diferengas nos dados (Adams, 1995; Stenberg,
1998).

O método dos minimos quadrados parciais (PLS) é freqientemente usado,
como modelo de regressao, isto é, para modelar as relagdes entre dois grupos de
medidas (modelar a relagdo entre as variaveis dependentes - Y e as variaveis
independentes - X) (Rumpel 2001), extraindo informagdes de espectros complexos
(como por exemplo, DRIFT e EPR), podendo tratar eficientemente séries de dados
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onde ha muitas varidveis altamente correlacionadas, espectros contendo
sobreposi¢édo de picos de absorgdo e numerosas variaveis de X, bem como para a
determinagdo de uma ou mais propriedades das variaveis Y (Wold e
colaboradores, 2001). Varios trabalhos descrevem o algoritmo basico do PLS
(Sjostrom e colaboradores, 1983 e Matens e colaboradores, 1989) e as
propriedades da variavel latente (VL) do PLS. O modelo é construido com base
nos resultados das proje¢cdes ndo somente da matriz X, mas também da matriz de
Y, criando um modelo de variaveis latentes, na matriz de X que podem explicar a
variancia em uma ou mais variaveis - Y. O método PLS é similar & analise de
componentes principais (PCA), mas cada componente sofre rotagdo para
aumentar a explicagao da variavel dependente(Y). Um modelo é construido para
que amplie a explicacdo da variagdo dos dados em ambas as matrizes (X ou Y)
em vez de usar uma projec¢ao otimizada para a variagdo de uma unica matriz.

Como na PCA, “scores” e “loadings” sdo usados para avaliar os resultados
do modelo. Apds a calibragdo por um método PLS, o modelo resultante é usado
para calcular a propriedade desconhecida, Y (neste trabalho, dados de 13C NMR),
de um novo grupo de amostras para as quais somente a matriz X (neste trabalho,
dados de EPR e DRIFT) existia (Haaland e Thomas, 1988).

Muitos trabalhos procuram aplicar esse tipo de estratégia para avaliar
caracteristicas intrinsecas a fertilidade do solo e comparar as condigdes de
manejo. Estes trabalhos permitem, por exemplo, classificar solos de acordo com
sua fertilidade (Nolin e colaboradores, 1989, Euterhues e colaboradores, 2003 e
Rumpel, 2001), com o tipo de manejo (Novotny 1997, 1999), comparar nutrientes
de plantas e solos (Németh e colaboradores, 1993), determinar os fatores que
controlam a mineralizagdo de nitrogénio em solos umidos (Gonzalez-Prieto e
colaboradores, 1992), a denitrifica¢do em solos cultivados e ndo cultivados
(Horwath e colaboradores, 1998) e a deterioragdo de solos semi-aridos pelo uso
(Quiroga e colaboradores, 1998). E mais, relacionar propriedades fisicas com a
formagdo de turfa, visando melhorar a qualidade do solo (McCoy, 1998); e
constatar que a solu¢do do solo € a principal responsavel pela acidificacdo de
solos na regido meio-oeste da Suécia (Lundstrom e colaboradores, 1998). Outra
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aplicagdo interessante foi 0 estudo dos parametros que controlam a atividade de
microorganismos benéficos, visando estabelecer um controle biologico (Duffy e
colaboradores, 1997). Métodos quimiométricos foram usados também para
verificar diferengas nos parametros microbioldgicos e quimicos em experimentos
de longa duragdo usando lodo biolégico como corretivo da fertilidade do solo

(Johansson e colaboradores, 1999).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo especifico 1. Preparagdo de lodo bioldgico nitrado/reduzido
como FLLN

I) Através de metodologia de oxidagao/nitragdo, com HNQO3;, agregar valor
fertilizante ao residuo lodo bioldgico de fabrica de celulose;

II) Reduzir os grupos NO2 do lodo nitrado a amina, com a finalidade de
aumentar a variedade de grupos ligantes no futuro FLLN;

lll) Caracterizar o lodo bioldgico, o lodo nitrado, o lodo nitrado e reduzido,
por espectroscopia de EPR, por FTIR, por UV-VIS, e por analise elementar (C, H,
N).

IV) Analisar os dados obtidos por métodos quimiomeétricos;

2.2 Objetivo especifico 2. Extragdo, isolamento e fracionamento de SH de

solo sob diferentes manejos

I) Extrair, isolar e caracterizar, por analises quimicas e espectroscopicas, as
substancias humicas de solo sob diferentes manejos (campo nativo, plantio direto
e floresta), utilizando metodologia de extragdo exaustiva (trés extragGes a cada
pH) e sequencial com solventes aquosos (pirofosfato de sédio 0,1 mol L™,
hidréxido de sédio 0,1 mol L") a diferentes pH (7,6, 10,6 e 12,6);

Il) Fracionar e caracterizar, por analises quimicas e espectroscdpicas, estas
substancias humicas em acidos humicos (AH) e acidos fulvicos (AF) a partir desta
técnica de extragdo sequencial;

ilf) Verificar a aplicabilidade da resina XAD-8 no isolamento destas
substancias humicas de solo e comparar as fragbes extraidas, AH (isolados
usando a tecnologia da resina XAD-8 e isolados sem o0 uso da XAD-8) e AF a
diferentes pH via métodos espectroscdpicos e métodos multivariados (PCA e
PLS);

IV) Analisar os dados obtidos por métodos quimiométricos (PCA e PLS);
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V) Aplicar o método dos minimos quadrados parciais (PLS) como método
de regressao e avaliar as correlagdes entre as técnicas espectroscdpicas EPR e
DRIFT e ®C NMR, nas amostras de AH e AF, de modo a prever os resultados de
3C NMR por EPR e/ou DRIFT.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E METODOS — INCORPORAGAO DE NITROGENIO A LODO
BIOLOGICO

O residuo lodo biolégico foi coletado na Fabrica Iguagu Celulose Ltda. em

Pirai do Sul, Parana.
3.1.1 Nitragdo/Oxidagao

Inicialmente o fodo bioldgico foi seco ao ar, e apés foi seco a 105 °C em
estufa, apés foi reduzido a pé em moinho de faca.

Uma massa de 10 g de lodo pulverizado foi colocada em um baldo de trés
bocas de 1000 mL, foi adicionada agua bidestilada até formar uma massa
pastosa. O baldo foi transferido para um banho de dleo, sobre uma placa
agitadora/aquecedora. Apés, foi adicionado acido nitrico concentrado (HNO3) (1 e
6 mol L'). Depois da adigdo realizada, o baldo foi deixado em refluxo em
condensador de Allin por um periodo de 6 e 12 horas, a uma temperatura
constante de 40, 50 e 60 °C conforme os ensaios experimentais citados em
Tabela 7.

Terminada a etapa de oxida¢do do lodo, a fase sdlida foi separada da fase
liquida por filtragdo em funil de Gooch. A fragdo sélida foi lavada com
aproximadamente 500 mL de agua bidestilada até pH neutro e submetida a
secagem em estufa a 60 °C (Mangrich e Vugman, 1990). A fragdo liquida foi
guardada em geladeira para analises posteriores.

Utilizou-se o acido 5-nitrosalicilico como modelo de molécula por apresentar
um grupo NO,, para se efetuar um estudo de comparagéo entre as amostras em
estudo. Embora este modelo seja uma molécula simples, esta permite uma melhor
interpretagdo dos sitios de complexagdo nas estruturas das substancias nitro-
humicas (Mercé e colaboradores, 1996). A estrutura do 5-NSA é exibida na Figura
9.
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Figura 9: Estrutura do composto modelo acido 5-nitrosalicilico (5-NSA)
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Apds a nitragao/oxidagdo foram realizadas analises de EPR e FTIR na

fragdo sdlida para a confirmagdo deste processo.
3.1.2 Redugdo

Apds a etapa de nitragao/oxidagéo, realizou-se a redugdo do produto sélido
(Ensaio 01 = 1 mol L™ HNOj, 6 horas, 40 °C). utilizando-se cloreto estanoso
(SnClz) como um teste inicial para se acompanhar o processo de redugdo. Em
baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 300 mg da amostra nitrada
(fase sdlida), 50 mL de H,O destilada e 1‘vade HCI concentrado. Manteve-se
esse meio reacional por aproximadamente 15 minutos sob agitagio e deaeragao,
refluxo em condensador de Allin e sob N.. Apds, adicionou-se aproximadamente
500 mg de SnCl, e manteve-se este meio reacional por 12 horas. Para retirar-se
novamente o O,  do ambiente reacional deaerou-se este meio por
aproximadamente 15 minutos. A seguir, foi colocado no final do condensador de
Allin um baldo de borracha contendo N,. Apés as 12 horas, a amostra foi lavada e
centrifugada quatro vezes até chegar a pH 7,0. A amostra foi entdo seca em
estufa a 60 °C, analisada por EPR, FTIR e Uv-Vis.

Nas mesmas condigdes acima citadas foram realizados outros ensaios
substituindo-se o redutor, substituindo 0 meio acido, modificanda o pH do meio e

variando a temperatura do meio. Estes ensaios constaram de:
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(a) Fe® em meio de HCI (1 mL) com temperatura de 60 °C;

(b) Fe® em meio de HCI (2 mL) com temperatura de 60 °C;

(c) Fe® em meio de HCI (2 mL) com temperatura de 80 °C;

(d) Fe® em meio de H2S04 (0,5 mL) com temperatura de 80 °C;

(e) Palha de aco em meio de HCI (2 mL) com temperatura de 80 °C;
(f) FeSO4 em meio de HCI (2 mL) com temperatura de 80 °C.

3.1.3 Planejamento e Otimizagdo dos Dados
3.1.3.1 Planejamento Fatorial 2°
O planejamento 23 foi utilizado para estudar a influéncia dos trés fatores
(concentracdo de HNOj; tempo de reagdo e temperatura de reagdo) na
nitragao/oxidagio do lodo bioldgico. Os fatores estudados, em dois niveis, inferior

(-) e superior (+) sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial 2°

Fatores (+) )
Concentragdo de HNO3 6 mol L™ 1 mol L™
Tempo 12 6
Temperatura 60 °C 40°C

Resposta: Nitragdo/Oxidagdo do residuo

O planejamento completo onde os experimentos foram realizados em todas
as combinag¢des possiveis dos niveis e fatores, resultando em 8 ensaios sdo
apresentados na Tabela 8. O ensaio N1 & o lodo biolégico sem nenhum
tratamento e para se obter um ponto médio das nitragbes realizou-se um ensaio
com valores intermediarios aos utilizados neste planejamento (ensaio N10)
utilizando-se 3 mol L™, 9 horas e 50 ° C. (Barros Neto e colaboradores, 2001)
(Tabela 8).
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Tabela 8: Matriz de planejamento dos ensaios baseados no planejamento
fatorial 2°

Ensaio Concentragdo de HNO3 Tempo (horas) Temperatura (°C)
(mol L)

N1 Lodo biolégico

N2 = (1) - (6) - (40)
N3 +* (6) - (6) - (40)
N4 -(1) +(12) - (40)
N5 + (6) +(12) - (40)
N6 -(1) - (6) + (60)
N7 +(6) -(8) + (60)
N8 -(1) +(12) + (60)
N9 + (6) +(12) + (60)
N10 (3) (9) (50)

*Os pontos negativos (-) e positivos (+) descritos equivalem aos limites inferiores (-) e

superiores (+) do planejamento 2°

3.1.3.2 Calculo dos Efeitos e Interagdes

A partir da matriz de planejamento foi elaborada a Tabela de coeficientes de
contraste multiplicando os sinais das colunas apropriadas para obter as colunas
correspondendo as interagbes. Tem-se entdo, além dos trés efeitos principais 1
(Concentragdo), 2 (Tempo) e 3 (Temperatura), trés interagdes de dois fatores, 12,
13, e 23. Como existem trés fatores, o efeito de interacdo de dois deles em
principio depende do nivel do terceiro. A interagdo 12, por exemplo, tera um certo
valor quando o fator 3 estiver no nivel (+), e possivelmente um outro valor quando
ele estiver no nivel (-), este é entdo o efeito de interacdo entre os trés fatores, 123.

Efeitos principais:

1 - Concentragéo;

2 - Tempg;

3 - Temperatura.

Efeitos de Interagdes:
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12 - Concentragéo x Tempo;

13 - Concentragdo x Temperatura;

23 - Tempo x Temperatura;

123 - Concentragdo x Tempo x Temperatura.

A Tabela 9 contém todos os sinais necessarios para o calculo dos efeitos
principais e das interacées.

Os sinais para calcular cada efeito sdo obtidos multiplicando-se as trés
colunas 1, 2 e 3 (efeitos principais) correspondendo as interages 12, 13, 23 e
123. Acrescentando mais uma coluna de sinais positivos para o célculo da média,
tem-se ao todo 2° = 8 colunas obtendo-se os coeficientes de contraste (Tabela 9)
(Barros Neto e colaboradores, 2001). Todas as colunas da Tabela 9 tém quatro
sinais positivos e quatro sinais negativos. Isto significa que se pode interpretar
qualquer efeito como a diferenga entre duas médias, cada uma contendo metade
das observagdes. Portanto, o calculo dos efeitos principais e das interagbes é
realizado se utilizando a média das respostas cujo coeficiente de contraste é
positivo menos a média das respostas cujo coeficiente de contraste é negativo.

A resposta utilizada para calcular os efeitos foi as areas calculadas a partir

dos espectros em Absorbancia de FTIR obtidos para cada ensaio.

Tabela 9: Coeficientes de contraste para um fatorial 2°

Ensaio Efeitos e Interagées Média
1 2 3 12 13 23 123
1 - - - + + + - +
2 + - - - - + + +
3 - + - - + - + +
4 + + - + - - - +
5 - - + + - - + +
6 + - + - + - - +
7 - + + - - + - +
8 + + + + + + + +
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3.1.3.3 Analise por meio de Graficos Normais

A partir de um grafico normal, se verifica que os pontos centrais se ajustam
muito bem a uma reta que cruza a probabilidade acumulada de 50% praticamente
sobre o ponto zero dos eixos das abscissas. Faz sentido, portanto, considerar
esses pontos como vindos de uma populagdo normal de meédia zero, eles
representam efeitos sem nenhum significado fisico.

O mesmo ndo é valido para os valores que ficam afastados do centro.
Dificilmente se pode pensar que esses pontos, tdo afastados da reta, pertencem a
mesma populagido que produziu os pontos centrais. Deve-se interpreta-los como
efeitos realmente significativos, e tanto mais significativos quanto mais afastados
estiverem da regido central, seja para a direita, seja para a esquerda.

Os graficos normais também ajudam a avaliar a qualidade de um modelo
qualquer, seja ele relacionado com um planejamento fatorial ou ndo. Um modelo
bem ajustado aos fatos, qualquer que seja sua natureza, deve ser capaz de
representar toda a informacdo sistematica contida nos dados. Os residuos
deixados por ele devem representar apenas a parte aleatéria, isto €, o “ruido”
embutido nas medigdes. O aspecto do grafico normal desses residuos deve ser
compativel com o que se esperaria de uma amostra aleatéria extraida de uma
distribuicdo normal de média zero, isto & deve se aproximar de uma reta
passando pelo ponto (x, y) = (0,0).

Para melhor visualizagdo dos fatores que sao significativos ou nao,
utilizando uma escala linear comum, foi tragado um grafico normal colocando no
eixo das abscissas os valores dos efeitos e no eixo das ordenadas o fator Z (valor
correspondente ao ponto central da probabilidade cumulativa na distribuicdo

normal padronizada) (Barros Neto e colaboradores, 2001).
3.1.3.4 Planejamento em Estrela

Realizando o calculo dos efeitos para o fatorial 23, verificou-se que o efeito
da temperatura ndao é um fator tdo significativo, por isso ele foi exciuido do
planejamento em estrela. A partir das superficies de resposta, se observou que o
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ensaio que obteve maior resposta (nitragdo/oxidagao) foi o realizado com uma
concentragdo de HNOs de 1 mol L™, temperatura de 40 °C e tempo de reacdo de 6
horas. Desta forma se utilizou este ponto como central no planejamento em

estrela.

A Tabela 6 representa os fatores Concentracdo de HNO; e Tempo e os
niveis estudados (+2'72, +1, 0, -1 e -2'?). O ponto central corresponde aos valores
1,00 mol L™" e 6 horas e os demais ensaios, que estdo a uma distancia 2'? deste

ponto, sdo apresentados na Tabela 10 a seguir.

Tabela 10: Fatores e niveis estudados no planejamento em estrela

Fatores +2'% +1 0 -1 212
Concentragdo de HNO; 1,56 1,40 1,00 0,60 0,43
Tempo 10,0 8,83 6,00 3,17 2,00

A Tabela 11 mostra a matriz dos ensaios que representa os ensaios

realizados no planejamento em estrela.

Tabela 11: Matriz dos ensaios no planejamento em estrela

Ensaio Concentragdo de HNO3 (mol L™) Tempo (horas)
PE1 Lodo bioldgico
PE2 -1 -1
PE3 1 -1
PE4 -1 1
PES 1 1
PE6 0
PE7 2'72
PES 0 2172
PE9 212 0
PE10 0 2172

(Barros Neto e colaboradores, 2001)
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3.1.3.5 Superficie de Resposta

Os graficos de superficies de resposta foram realizados em programa
Matcad, a partir de matrizes de dados que continham os niveis estudados de
concentracao e tempo (-1.414, -1, 0, 1 e 1.414) e as respostas obtidas a partir das
areas dos espectros de infravermelho.

Todos os ensaios foram realizados a temperatura de 40 °C. Nos graficos do
planejamento em estrela o sistema de eixos continuou 0 mesmo do planejamento
fatorial 2°. No eixo das abscissas, concentracdo de HNO; e no eixo das
ordenadas, tempo de reagdo. A concentragdo de HNO3 variou de 0,43 a 1,56 mol

L' e o tempo de reacéo variou de 2 a 10 horas.

3.2 MATERIAIS E METODOS - EXTRAGAO, FRACIONAMENTO E
CARACTERIZAGAO DE SUBSTANCIAS HUMICAS DE SOLO

3.2.1 Solo

Latossolo vermelho (brunico), localizado a 1028 m de altitude, na latitude de
24°51°24’S, longitude de 49°55'50", relevo regional suave ondulado coletado na
fazenda experimental da Fundagdo ABC para assisténcia técnica e divulgagcdo
agropecuaria, Castro, PR.

Na figura 10 a seguir tém-se as diferentes situagdes: Campo nativo (area de
vegetacdo natural de campo, sem revolvimento); campo aberto (de onde n&o
foram coletadas amostras); mata (area com vegetagdo natural tipica com
presenca de araucaria) e; plantio direto (a mais de 12 anos sob plantio direto, com
rotagdo nos ultimos anos de soja/aveia preta cobertura / milho / trigo).

As amostras foram coletadas a profundidade de 0 — 10 cm.
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Figura 10: Visdo panoramica das areas coletadas para a analise

Campo Nativo

3.2.2 Equipamentos, materiais e reagentes

Resina XAD-8 fornecidos por Rohm e Haas;

Resina IR-120 fornecido por Sigma;

NaOH em granulos (grade GPR) fornecido por Fisons;

Etanol (99% pureza) fornecido por BDH/Merck;

Acetonitrila (grade GPR) fornecida por Fisons;

Pirofosfato de Sédio fornecido por Aldrich;

HCI - classe industrial fornecido por Fisons.

HCI - classe analitica fornecido por Fisons.

Frascos “Winchester” (2, 5 L);

Rolo fornecido por Pascall Engineering de Crawley;

Membrana de dialise com um “cutoff” de peso molecular (MWCO) de 12000
daltons.

Bombas peristalticas fornecidas por Cole-Palmer Masterfiex.
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3.2.2.1 Filtragao

Os reservatérios foram conectados aos suportes do filtro pelos encaixes
flexiveis da tubulagdo. Os filtros de membrana de acetato de celulose (142
milimetros de diametro com 0,45 pm e 0,2 pm de tamanho de poro,
respectivamente) foram usados para filtrar as amostras. Estas amostras foram
filtradas sob pressdo de 10 libras por polegada quadrada. A solugdo filtrada foi
coletada. O sedimento preso a superficie dos filtros foi coletado e armazenado.

3.2.2.2 Colunas

As colunas (1,5 e 9 litros de capacidade) de vidro foram fechadas nas
pontas com placas de Teflon. Dois tamanhos de coluna foram usados: colunas de
9 L foram empacotadas com XAD-8 e a coluna de 1,5 L foi empacotada com IR-
120. Todas as tubulagbes eram de Teflon, a excegdo da tubulagdo de silicone (20

cm) no inicio da bomba peristaltica.
3.2.3 Preparagdo da resina XAD

E vital ao sucesso do trabalho que as resinas usadas no procedimento da
extracdo estejam limpas corretamente e completamente. As resinés limpas
inadequadamente podem originar grandes quantidades de artefatos proveniente
dos contaminantes da resina nos isolados himicos (Malcolm, 1991).

Os fabricantes das resinas XAD, Rohin e Haas (1983), recomendam que
um fratamento pré-condicionante seja usado para remover todos os tragos de
agentes preservativos e de compostos monoméricos residuais. Indicam também
que adsorventes poliméricos Amberlite sdo produtos de classe industrial e que néo
s&0 sugeridos seus usos em aplicagdes analiticas, diagnésticas ou farmacéuticas
sem purificacdes extensivas (Rohin e Haas, 1981). O procedimento de limpeza da
resina que foi usado é sumariado a seguir:

1) Remocgao dos finos;
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2) Lavagem com NaOH 0,1 mol L™ (minimo 10 dias);
3) Enxaguar com agua;

4)Lavagem com etanol quente;

5) Enxaguar com agua;

6) Lavagem com acetonitrila quente;

7) Enxaguar com agua;

8) Lavagem com NaOH de 0,1 mol L™;

9) Enxaguar com agua;

10) Lavagem com acetonitrila quente;

11) Enxaguar com agua,

12) Lavagem com etanol quente;

13) e finalmente as resinas sdo armazenadas em etanol.

O procedimento de limpeza em detalhes esbog:ado a sequir foi utilizado
para cada uma das trés resinas.

1) Deixou-se a resina hidratar por pelo menos um dia.

2) Os finos foram removidos pela adigéo de &gua, agitando, permitindo que
os granulos assentem-se (precipitem), removendo o sobrenadante (e os finos) sob
sucgao de vacuo.

3) A resina foi rolada em frasco “winchester” com NaOH 0,1 mol L . A base
foi decantada, adicionou-se NaOH e o processo de rolagem e de decantagdo foi
repetido por 10 dias. A resina ndo deve ser armazenada em NaOH por periodos
prolongados porque ocorrerd a hidrolise da mesma. Assim, a resina foi
armazenada em agua destilada durante a noite durante o periodo de lavagem com
solugdo de NaOH.

4) A resina foi enxaguada completamente com agua destilada para remover
todos os tracos de NaOH.

5) Etanol quente foi adicionado ao “winchester’ que contém a resina, e a
mistura foi rolada por uma hora. O etanol entdo foi removido e recuperado por
destilagdo. O processo foi repetido ao menos dez vezes.

6) O etanol residual foi removido enxaguando a resina com agua destilada.
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7) A lavagem com acetonitrila quente foi realizada da mesma forma que a
lavagem com etanol. Pelo menos 10 lavagens foram necessdrias e 0s processos
foram realizados em capela.

8) Todos os tragos da acetonitrila foram removidos enxaguando a resina
com agua destilada.

9) Um ciclo completo foi repetido. Depois da ultima lavagem, etanol foi
adicionado & resina para prevenir crescimentos bioldgicos durante o
armazenamento.

10) A resina entdo foi empacotada nas colunas de vidro e enxaguada com
75-100 volumes de coluna com agua para remover todos os tragbs de etanol.

11) A coluna foi entdo lavada com um volume da coluna de NaOH (0,1 mol
L"), seguido por um volume da coluna de HCI (0,1 mo! L™"). O processo (NaOH e
HCI) foi repetido, e um volume da coluna de HCI (0,01 mol L™) foi passado através
da coluna. Assim, contaminantes sollveis hidrofébicos que estejam em grandes
volumes de agua destilada sejam removidos. A coluna esta agora pronta para
processar a agua.

A resina trocadora de cations IR-120 (estireno divinil benzeno com
funcionalidade &acida sulfonica), foi armazenada em agua destilada, sendo
regenerada antes de seu uso passando-se 15 volumes da coluna de HCI (10%)
em peso através da resina. Antes de se eluir a amostra na resina IR-120, o HCI é
lavado usando agua destilada, até que a condutividade da agua destilada, que
entra na coluna, seja a mesma que a condutividade que sai. _

A fim de se evitar a contaminagdo proveniente do sangramento da resina, é
importante que durante a operacgédo de limpeza, a resina deve ser limpa com os
grupos de solventes que serdo usados subseqientemente durante o procedimento
de isolamento. A resina limpa é empacotada a aproximadamente 90 % da
capacidade da coluna cromatografica de vidro fechada com as placas terminais de
teflon, as valvulas e a tubulagdo. A coluna é lavada entdo com 75 a 100 volumes
da coluna de agua destilada para remover todos os tragos do etanol (Malcolm,
1991). As propriedades de sor¢do da resina, para a maioria dos solutos, s&o
diminuidas em misturas de égua-etanol. Uma amostra do enxague final deve ser
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feita para verificar o teor de carbono organico dissolvido (COD), e este deve ser

menos que 0,5mg C L™.

3.2.4 Procedimento de extragdo usado no isolamento de substancias

humicas de solo

Ao solo seco (aproximadamente 1 kg de solo) foi adicionado NasP.07 — 0,1
mol L™ e ajustado a pH 7,6 utilizando-se NaOH 0,1 mol L™'. O solvente extrator foi
adicionado ao solo a uma razdo de ~ 2 L de solugdo extratora para 1 kg de solo.
Apds, a amostra foi rolada por aproximadamente 4 horas para maior contato do
solvente extrator com o solo. Apds, esta mistura é deixada em descanso por ~ 15
min, para separagdo bruta do sobrenadante do material sélido. O sobrenadante foi
decantado e entdo, centrifugado duas vezes ,sendo a primeira a 8000 rpm, por 20
min a 40 °C e a segunda a 12000 rpm, por 20 min a 40 °C. Apés, esta solugio que
foi centrifugada, é filtrada (membrana de 0,2 pm) usando aparato de filtros
“‘Millipore™ (filtro de acetato de celulose) sob 10 psi de ar. Este processo de
filtragem sob presséo foi realizado duas vezes em cada amostra. Os filtros foram
limpos duas, trés ou até mais vezes ao dia, conforme a necessidade. O
precipitado, proveniente da centrifuga, foi readicionado a amostra inicial (solo +
solugdo extratora) para a préxima extragio (2° extracdo a mesmo pH). O solo foi
novamente extraido, apenas ajustando-se o pH do mesmo a 7,6 com NaOH, sem
a adi¢do de pirofosfato de sodio, sendo este processo repetido mais uma vez a pH
7,6 (3 extragdo a mesmo pH); isto &, foram realizadas trés extragées a pH 7,6
sendo que somente na primeira adicionou-se Na4P207 — 0,1 mol L™, na segunda e
terceira, o pH apenas foi ajustado a 7,6.

Ao mesmo solo foi entdo adicionado NasP>07 — 0,1 mol L' e ajustado a pH
10,6 com NaOH. Os processos de extragao foram repetidos como descritos acima.
Anteriormente ao passo filtro de acetato de celulose, o pH da solugéo foi ajustado
a pH 7, usando-se HCI 6 mol L™, prevenindo-se assim a oxidagdo do material.
Este processo foi repetido trés vezes, como ja citado, na primeira extragdo a pH
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10,8, adicionou-se NasP,0; — 0.1 mol L™, na segunda e terceira, o pH da solugéo
apenas foi ajustado a 10,6 utilizando-se NaOH 1 mol L.

O solo foi entdo extraido utilizando NasP,07 — 0,1 mol L™ e ajustando-se o
pH a 12,6 com NaOH. Os processos seguintes devem ser rapidos o suficiente
para que nao ocorra a oxidagdo da amostra ou entdo serem realizados sob
atmosfera de N,. Ap6s a centrifuga¢do, o pH do sobrenadante centrifugado foi
novamente neutralizado a pH 7,0 usando HCI 6 mol L™ e filtrado. Esta extracdo
também foi repetida trés vezes, como ja citado acima.

A sequéncia de solventes utilizada neste trabalho encontra-se a seguir:

Pirofosfato de sédio (0,1 mol L™ ajustado a pH 7,6);

Pirofosfato de sédio (0,1 mol L ajustado a pH 10,6);

Pirofosfato de sédio (0,1 mol L™ ajustado a pH 12,6).

Os extratos foram subsequentemente centrifugados e passados por filtros
de presséo (filtros de 0,2 um) e o pH dos extratos foi reduzido a < 2 utilizando-se
HCI 6 mol L™ causando assim a precipitagdo dos AH; estes sdo separados do

sobrenadante (AF) por cuidadosa sifonagdo como sera visto posteriormente.

3.25 Fracionamento das substidncias humicas seguindo uma

modificagdo do procedimento sugerido pela IHSS

Como citado acima, o filtrado extraido (apés filtro sob pressio de Argénio
onde foi utilizado filtro de acetato de celulose) foi coletado em becker de 5 L e
acidificado a pH < 2 utilizando-se HCI 6 mol L™" e foi deixado em descanso por
uma noite em refrigerador a 4 °C. Esta baixa temperatura facilita a separagao das
fragcOes desejadas. Desta forma, tem-se a separagdo das fragées acido humico
(AH) e acido fulvico (AF). O precipitado AH foi entdo separado da fragdo AF
através de cuidadosa sifonagdo do sobrenadante AF, desta forma, n&o se perturba
a fragdgo AH precipitada e depositada no fundo do becker. A fragdo AF foi
novamente filtrada sob pressdo para retirar qualquer residuo de AH da mesma,
sendo que este residuo proveniente do filtro foi coletado e adicionado a fragdo AH.
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O AF foi entao passado pela XAD-8 e IR-120, tratado e recuperado como descrito

no item Isolamento de fragdes humicas usando a resina XAD-8.
3.2.5.1 Dialise dos AH

A fracdo AH foi dialisada, utilizando-se membranas de diélise. Inicialmente
estas membranas foram lavadas com agua destilada e entdo preenchidas com a
fracdo AH. A amostra foi dialisada contra agua destilada, sendo que esta agua foi
trocada uma vez ao dia, até que nenhum precipitado de AgCl fosse obtido ao
adicionar-se solugdo de nitrato de prata a uma aliquota da agua de didlise.
Aproximadamente 1/3 do AH foi entdo passado pela resina XAD-8 e IR-120,
tratado e recuperado como descrito no item a seguir. O restante desta fracdo AH

(aproximadamente 2/3 foi congelado a seco - liofilizado diretamente).

3.2.6 Isolamento de fragées humicas usando as resinas XAD-8 e XAD-4

no procedimento em “tandem”

Os AH foram diluidos em agua destilada a uma concentragdo de matéria
organica < 15 mg L™ e lentamente ajustados a pH ~ 2, utilizando-se HCI 6 mol L™
Apos, as solugbes foram bombeadas de cima para baixo na resina XAD-8 em uma
velocidade de fluxo de ca. 40 mL min™. Apds aproximadamente 2 volumes da
coluna de agua (um volume de coluna é de aproximadamente 5 L) foi passado
através da mesma, sendo que agua destilada foi bombeada através da coluna até
gue a condutividade do efluente fosse < 50 mS cm™. Esta agua destilada foi
bombeada através das colunas para “lavar’ materiais residuais sorvidos pelas
resinas como sais inorganicos. Apds, a coluna XAD-8 foi entdo bombeada no
sentido inverso, ou seja, de baixo para cima, utilizando-se NaOH 0,1 mol L™ o
efluente colorido (“center-cut”) foi entdo coletado e passado através da coluna que
continha a resina IR-120 (forma protonada) e o eluente desta resina IR-120 foi
ent&o congelado a seco (liofilizado) (Figura 11). Ao final, a resina XAD-8 foi lavada
com HCI 0,1 mol L™
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Figura 11: Procedimento seqiiencial de extragao usando solventes aquosos

a diferentes valores de pH usado no isolamento e fracionamento das SH
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3.3 MATERIAIS E METODOS - METODOS ESPECTROSCOPICOS
3.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Os espectros de EPR foram registrados em temperatura ambiente e em
baixa temperatura (77 K) de N liquido, em espectrofotémetro Bruker ESP 300E
operando em Banda-X (9,5 GHz) empregando 100 kHz de frequéncia de
modulagdo do campo magnético. Os valores dos parametros de EPR foram
obtidos por tratamento e simulagdo dos espectros experimentais com o auxilio dos
programas de computador Win-EPR® e SimFonia®. O equipamento utilizado para
esta analise encontra-se no LABEPR, Depto. de Quimica, UFPR.

Utilizando-se os espectros das amostras em estudo em varredura de campo
magnetico 30 G e o espectro, também em 30 G, de uma amostra padrdo de
quantidade de radical livre organico (RLO) determinada, “Strong Pitch” com,
3,6667 e 15 spins cm™, foi calculado o nimero de spins g' das amostras
estudadas através de tratamento matematico adequado, cuja equagdo é a
seguinte:

Sam x n° spin cm™ SP = Sgp x n° spin cm™ AM

n° spin cm™ AM = Sam x n° spin cm™ SP / Ssp

onde: Sam = area sob a curva da absorgdo da amostra;
n° spin cm™ SP = nimero de spins do padrdo “strong pitch” (SP) por
cm;
Ssp = drea sob a curva de absorgdo do padrao SP;
n° spin cm™ AM = nimero de spins da amostra (AM) por cm;

Como a amostra (AM) é pesada, transforma-se a sua altura no tubo de EPR

em massa e, também, o valor n° spin cm™ AM em n° spin g”' AM.
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3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR) por Transmitancia (T) e DRIFT

Os espectros de FTIR por transmitancia (T) foram registrados em
espectrofotometro Bomem FTIR, série MB100 utilizando-se pastilhas de KBr
obtidas por prensagem de misturas preparadas com aproximadamente 1 mg de
amostra e 99 mg de KBr de grau espectroscdpico. Para cada espectro foram
‘acumuladas 32 varreduras, resolucdo de 4 cm’. na regiao de 4000 a 400 cm.

Para as andlises de infravermelho com transformada de Fourier por
reflectancia difusa (DRIFT), das amostras de AH e AF extraidas de solo a
diferentes pH (7,6, 10,6 e 12,6), os espectros de infravermelhos foram obtidos
usando o acessorio de reflectancia difusa na regido de 7500 a 400 cm™, com
resolugdo de 2 cm' e 256 varreduras. As medidas foram realizadas em
espectrometro BIORAD FTS 3500GX, modelo EXCALIBUR. Estas analises foram

realizadas no Depto. de Quimica, UFPR.
3.3.3 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Esta analise foi efetuada com amostras em estado solido e liquido em todas
as amostras dos experimentos de nitragao e redugdo, antes do tratamento desta
com HCI, pois a solugédo 0,05 mol L' de KHCO3 é adequada para este tipo de
analise (MARTIN-NETO e colaboradores, 1991). As analises de UV-VIS sdlidas

foram realizadas em espectrofotémetro modelo UV-2401CP.
3.3.4 Andlise Elementarde CHN S

As andlises de C, H, N, S foram realizadas no Laboratdrio de Microanalise
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos. O
equipamento utilizado foi o Fisons modelo EA 1108 CHNS. As amostras foram

pesadas com precisdo de 1 ug (0,000001g) dentro de uma pequena capsula de

estanho. Essa capsula contendo a amostra foi para tubo reator de gquartzo,
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preenchido com um oxidante e um redutor, & temperatura de 1020 ° C, sendo
entdo injetado oxigénio puro, o que eleva a temperatura para 1800 ° C. Esse
processo é chamado de combustdo flash. Por esse tubo reator passa uma
corrente de hélio que arrasta os gases resultantes da combustdo pelos reagentes
(oxidante e redutor). Se tudo estiver correto todo o carbono vai a CO,, todo
nitrogénio vai a N, todo hidrogénio vai a H2O e todo enxofre vai a SO,, que sdo
levados até um cromatografo gasoso com uma coluna empacotada com porapak,
que separa os gases e estes sdo detectados com um detector de condutividade
térmica. Gerado o cromatograma, os picos séo integrados e, com base em suas
areas e em curvas de calibragdes obtidas com padrdes certificados é emitido o

resultado.

3.3.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *C com
polarizagdo cruzada e rotagdo em torno do angulo magico (°C CPMAS
NMR)

Para a analise de *C CPMAS NMR as amostras de AH e AF foram postas
em um rotor de zirconio de 7 mm de didmetro com um tampdo de Kel-F. Os
espectros foram registrados em frequéncia de '°C de 75 MHz em espectrémetro
Brucker DSX-300 em velocidade de giro de 4,5 kHz. Os comprimentos de pulso de
'H, 90° e '3C, 180° foram de 3 e 6 ps, respectivamente. No eco de spin Hahn,
mais um periodo curto de 10 us ou preferivelmente um periodo de rotagdo de 77
us, foram empregados como o atraso pré-eco para evitar distor¢ées da linha de
base. O sincronismo exato do comeco da detecgcdo para espectros ndo distorcidos
foi determinado ém um modelo, composto de mistura de aminoacidos marcado
com °C, com sinais em ambos os lados da faixa de mudanga quimica para 3C.
Estas analises foram feitas no Departamento de Quimica da Universidade do
Estado de lowa, Ames, USA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO - INCORPORAGAO DE NITROGENIO A
LODO BIOLOGICO

4.1.1 Planejamento e Otimizagdo dos Dados para Nitragao
4.1.1.1 Planejamento Fatorial 2°

41111 Planejamento Fatorial 2° - Espectroscopia de Ressonancia

Paramagnética Eletrénica (EPR)

A Tabela 12 mostra a concentragdo de radicais livres organicos (RLO)
calculados através da técnica de EPR para os ensaios do planejamento fatorial 2°.

A aquisi¢do dos dados de RLO segue a metodologia descrita no item 3.3.1.

Tabela 12: Concentragdo de radicais livres organicos (RLO) observados por
EPR nas amostras de lodo biolégico puro, nitrado e reduzido estudadas

Ensaios RLO (spins g™')
N1 Lodo biolégico* 1,22e17
N2 1MO6H40* 8,82e17
N3 6MO0O6H40* 8,43e16
N4 1M12H40* 1,58e17
N5 6M12H40* 6,07e17
N6 1MO6H60* 1,32e16
N7 6MO6H60* 8,85e16
N8 1M12H60* 4,57e16
N9 6M12H53* 6,73e16

N10 3MOSHS0* 9,63e16
N11* 1MO6H40RE** - 8,60e16

Ensaios N1 a N10 encontram-se detalhados na Tabela 8, item 3.1.3.1. * O ensaio N11
(1MO6H40RE) refere-se a amostra nitrada/oxidada/reduzida com SnCl, segundo item 3.1.2.
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Observou-se que os ensaios onde se utilizou a temperatura de 40 °C (N2,
N3, N4 e N5) foram os que obtiveram os maiores valores de RLO e que dentre
eles os ensaios N2 e N5 foram os que apresentaram os maiores valores de RLO
dentre estes quatro ensaios. Sugere-se que, ao se utilizar a temperatura de 60 °C,
houve maior quebra de moléculas com tamanho menor que foram para a solugéo.

Os espectros da amostra do lodo biolégico e das amostras nitradas nas
condigdes apresentadas na Tabela 12 encontram-se na Figura 12 a seguir. Nesta
Figura 12 observa-se que os espectros de todas as amostras acima citadas,
obtidos na faixa de campo de 0 a 5000 G, a temperatura ambiente, apresentaram
uma linha larga de absorg¢do, na regido de g ~ 2,0, atribuida a sais de Fe* e
éxidos de Fe® em dominios concentrados. Todas as amostras apresentaram
ressonancia em g = 4,3, indicando a presenca de ions Fe>* em dominios diluidos
(Schreiner e colaboradores, 2001).

Em todos os espectros da Figura 12 verifica-se uma linha de absorg¢ao de
radical livre organico (RLO) em g ~ 2,0, que pode ser melhor observada nos
espectros a 30 G em temperatura ambiente (TA) (Figura 14).

A amostra lodo biolégico (N1) e a amostra N10 apresentaram complexos de
Mn?* em estruturas de esfera externa (Figura 12). Estes complexos sdo melhor
visualizados em baixa temperatura (77K) na Figura 13.

A amostra lodo bioldgico (N1) apresentou parametros de EPR
correspondente a complexos de Fe>* porfirina, com g ~ 6,0 (GOODMAN e HALL,
1994) e g ~ 5,0 correspondente a presencga de ions Fe** em dominios diluidos
(Schreiner e colaboradores, 2001) (Figura 12).

Na Figura 13 observam-se os espectros obtidos em baixa temperatura
(77K). Verifica-se 0 aumento da intensidade dos sinais na regido de g ~ 2,0
referentes a RLO e na regido de g = 4,3 referentes a ions Fe** em dominios
diluidos e a diminuicdo da intensidade dos sinais referentes a ions Fe* em

dominios concentrados.
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Figura 12: Espectros de EPR das amostras estudadas a 5000 G a 300 K
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Figura 13: Espectros de EPR das amostras estudadas a 5000 G a 77K
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Figura 14: Espectros de EPR das amostras estudadas a 30 G a 300 K
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A Figura 15 mostra os espectros obtidos em baixa temperatura (77K) e em
segunda derivada (2D). Os espectros das amostras N5772D e N2772D
apresentaram dois sinais na regido de RLO sugerindo que um deles estaria ligado
a grupos NO: e outro ndo. O espectro da amostra lodo biolégico (N1) (Figura 14)
apresentou sinais referentes a presenca de estruturas de para-
benzosemiquinonas, com g = 2,0038 (Pedersen, 1985).

Na Figura 16 observa-se a amostra lodo biolégico (N1) em temperatura
ambiente (TA) (N1TA) e em baixa temperatura (77K) (N177). Na N1TA se observa
mais claramente os sinais referentes a presenga de RLO, os complexos de Mn?
em estruturas de esfera externa e os sinais referentes aos ions Fe*" em dominios
diluidos ja mencionados. Na N177 verifica-se a intensificacdo destes sinais.

Os espectros em temperatura ambiente (N2TA) e em baixa temperatura
(77K) (N277) da amostra nitrada com 1 mol L™, 6 horas e 40 °C sdo melhor
visualizados na Figura 17 onde se observa sinais referentes a presenga de RLO e
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ions Fe>* em g = 4,3 em dominios diluidos. Verifica-se 0 aumento da intensidade
dos mesmos a 77K. Nao ha mais sinais de complexos de Mn?* em estruturas de
esfera externa tanto na N2TA como na N277 sugerindo que o processo de
nitragdo hidrolisou estes ions fracamente ligados as estruturas do material para a
fragdo solivel da amostra. Comparando-se os sinais de ions Fe’* na amostra
nitrada (N2TA) (Figura 17) com a amostra lodo biolégico (N1) (Figura 16) observa-
se a diminuicdo da intensidade dos mesmos sugerindo também que estes ions
Fe® deslocaram-se para a fragdo soluvel da amostra.

Figura 15: Espectros de EPR das amostras a 50 G a 77 K em 2° derivada*
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Figura 16: Espectros de EPR da amostra pura a 5000 G em temperatura
ambiente (TA) (N1TA) e 77 K (N177)
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Figura 17: Espectros de EPR da amostra nitrada a 5000 G em temperatura
ambiente (TA) (N2TA) e a 77 K (N277)
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Na Figura 18 observa-se a amostra nitrada com 1 mol L™!, 6 horas e 40 °C e
ap6s reduzida com cloreto estanoso (SnCl) em temperatura ambiente (TA)
(N2RETA) e em baixa temperatura (77K) (N2RE77). Observa-se a diminuigdo da
intensidade dos sinais referentes a ions Fe* e a intensificacdo dos sinais
referentes a RLO, os quais podem ser melhor visualizados na Figura 19,
sugerindo assim que este processo reduziu ions Fe** a ions Fe?* que sao

“silenciosos” em EPR O processo redox ocorrido seria:
2 Fe* +Sn** > 2 Fe** + Sn*

Figura 18: Espectros de EPR da amostra nitrada e reduzida a 5000 G em
temperatura ambiente (TA) (N2RETA) e a 77 K (N2RE77)
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Figura 19: Espectros de EPR da amostra nitrada e reduzida a 50 G em
temperatura ambiente (TA) (N2RETA) e a 77 K (N2RE77)
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4.1.1.1.1.1 Planejamento Fatorial 2’- Andlise de Componentes Principais (PCA)
aplicada a EPR

Ao se aplicar a PCA as analises de EPR em temperatura ambiente (TA) a
Figura 20 (a) apresenta o numero de componentes principais (CP) a serem
escolhidas para a aplicacdo da PCA. Nesse caso, o autovalor obtido para a
segunda CP é 1,89e+002 e explica 99,53 % da variancia total dos dados. A Figura
20 (b) mostra os “scores” da 1% CP versus a 2* CP e demonstra que a 2* CP
separa as amostras estudadas em fungdo da temperatura; no quadrante negativo
da 2% CP encontram-se as amostras com temperatura de reagdo de 40 °C e no
quadrante positivo as amostras com temperatura de 60 °C. O agrupamento das
amostras 3, 4, e 5 sugere que o tempo e a concentragdo nao influenciam no
agrupamento das mesmas e sim a temperatura de 40 °C. A Figura 20 (c) mostra
os “scores” da 1? CP versus a 3* CP sendo que a 3% CP separa as amostras em
funcdo do tempo de reagdo; no quadrante negativo da 3° CP encontram-se as
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amostras com tempo de reagdo de 6 horas € no quadrante positivo da 3% CP
encontram-se as amostras com tempo de reacao de 12 horas. A Figura 20 (d)
mostra os “scores”’ da 2% CP versus a 3% CP; a 2° CP separa as amostras em
fungdo da temperatura de reacdo, de 40 °C no quadrante negativo e de 60 °C no
quadrante positivo. Nestas Figuras 20 (a), (b) e (c) verifica-se a tendéncia de
agrupamento das amostras 7 e 9 em fungao do tempo de reagéo de 6 horas e da
temperatura de reagdo de 60 °C. Basicamente o mesmo comportamento é
observado para as andlises de EPR em baixa temperatura (77 K). Em fungdo de
se estar trabalhado com uma matriz bastante complexa se optou pelo célculo de
efeitos, interagdes e superficie de resposta para maiores elucidagdes sobre qual a
melhor metodologia de nitragdo do residuo lodo bioldgico.

Figura 20: Planejamento 2° - Analise de componentes principais (PCA)

apiicada a EPR as amostras obtidas a partir dos ensaios do planejamento 2°
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41.1.1.2 Planejamento Fatorial 2° - Espectroscopia no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR) por Transmitancia (T)

Iniciaimente realizou-se uma calibragédo utilizando-se o padrdo, acido 5
nitrosalicilico (SNSA), para verificar se esse material poderia ser utilizado como
modelo para as reagées de nitragdo. Como o SNSA apresenta um grupo NO; na
posi¢do 5 do anel benzénico (em posi¢ao para ao grupo OH do anel) se poderia
verificar assim a formagdo de grupos NO» nesta posi¢do nos espectros das
amostras apos o processo de nitragdo. Para esta calibragdo utilizou-se 5 mg do
5NSA diluido em 600 mg de KBr; dessa mistura (amostra 1) retirou-se 150 mg
para se fazer a primeira diluigdo. Retiraram-se 100 mg da amostra 1 e
adicionaram-se mais 50 mg de KBr obtendo-se assim a segunda diluigdo (amostra
2); retirou-se 75 mg da amostra 1 e adicionaram-se mais 75 mg de KBr obtendo-
se assim a terceira diluicho (amostra 3): retirou-se 50 mg da amostra 1 e
adicionaram-se mais 100 mg de KBr obtendo-se assim a quarta diluicdo (amostra
4); retirou-se 25 mg da amostra 1 e adicionaram-se mais 125 mg de KBr obtendo-
se assim a quinta diluicdo (amostra 5); retirou-se 12,5 mg da amostra 1 e
adicionaram-se mais 137,5 mg de KBr obtendo-se assim a sexta diluigdo (amostra
6). Este processo foi repetido cinco vezes para maior confiabilidade dos dados e
foram obtidos espectros para cada amostra.

Fez-se uma curva de calibragdo utilizando-se o espectro médio das seis
repeticdes para cada diluicdo (concentragdo da amostra). O método de minimos
quadrados parciais (PLS) foi erﬁpregado para canstruir um modelo de calibragdo
utilizand'o a regido selecionada de 1540-1550 cm™. A Figura 21 mostra a média

das seis repetigcbes desta calibracdo e a amostra lodo bioldgico (N1).
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Figura 21: Espectros por transmitancia (T) da média das 6 repeticdes com o

acido 5NSA e a amostra pura do lodo biolégico.
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O 5-NSA néo foi um bom modelo ao se comparar os processos de nitragao,
devido ao deslocamento das bandas de interesse na regido de 1570-1500 cm™.
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Nas Figuras 22 e 23 observam-se diferencas entre os espectros na regido
de 3000 ~ 2700 cm™ (C-H alifaticos), em 2300 ~ 1860 cm™ (banda de combinag&o
de C-O de carboidratos), em 1860 ~ 1570 cm™ (COOH + COO’) e em 1570 ~ 1500
cm™ (grupos nitro, NO).

Na Figura 23 verifica-se que o0 ombro em 1720 cm’! (C=0 de COOH) e
banda em 1530 cm™ (NO2) sdo mais intensos na amostra nitrada que no lodo puro
ou na amostra reduzida por SnCls.

Em uma tentativa de se distinguir as diferentes nitragées calculou-se a area
de certas regides de interesse no espectro, sendo essas:

numero de onda de 3001 ~ 2750: regido de C-H alifaticos;

numero de onda de 2300 ~ 1861: regido de C-O de carboidratos;

ndmero de onda de 1861 ~ 1573: regido de COOH + COO;

nuamero de onda de 1581 ~ 1485: regido de grupos nitro NO;

Utilizou-se a regido de 2300-1861 cm™ para avaliar carboidratos, uma vez
que a banda mais intensa desses grupos (1050 cm™) é sobreposta pelos grupos
Si-O de argilas. Anteriormente para o calculo das areas, se fez um pré-tratamento
dos espectros utilizando o software Matlab. As regides de interesse do espectro (ja
citadas) foram selecionadas, alisadas (minimizagdo dos ruidos), normalizadas
(minimizagdo da variagdo do caminho 6ético) e calculadas as suas absorbancias
utilizando-se a equagdo: A = log (1/T), sendo que os mesmos encontram-se na

Figura 22 a seguir.
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Figura 22: Espectros de FTIR em absorbancia (A) das amostras do lodo
biolégico (N1) e nitragoes
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Figura 23: Espectros por transmitancia (T) das amostras lodo biolégico (N1),
nitrada com 1 mol L™, 6 horas, 40°C (N2) e reduzida com SnCl2 (N11)
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Em algumas amostras, observa-se um pico em 1380 cm™ que pode se
referir a grupos nitro ou nitrato (Silverstein e colaboradores, 1979). Para se
distinguir este pico a fragao sélida das nitragbes realizadas nos ensaios N2, N3 e
N4 foram lavadas com aproximadamente 500 mL de HCI 0,1 mol L™ e verificou-se
que este pico ndo persistiu nos espectros como pode ser verificado na Figura 23,
sugerindo entdo, a existéncia de nitrato adsorvido nestas amostras. Este nitrato
provavelmente deslocou-se para a fragdo soluvel (lavada com HCI).

As respectivas areas s&o vistas na Tabela 13 e algumas correlagées nas
Figuras 24 e 25. Nas mesmas Figuras sdo dados os respectivos coeficientes de

correlagdo lineares.

Tabela 13: Numeros de onda (cm™) de interesse para o calculo das areas das
amostras estudadas

3001-2750 2300-1861 1861-1573 1581-1485

(em™) (cm™) (em™) (cm)
N1 1,0624 0,1371 1,6286 0,1205
N2 1,2766 0,1228 2,3194 0,3027
N3 1,4910 0,1745 1,3285 0,0712
N4 1,2417 0,1624 2,0979 0,2927
N5 1,4845 0,1729 1,7040 0,1751
N6 1,4686 0,1569 2,1856 0,3114
N7 1,8198 0,1486 1,1537 0,0738
N8 1,1287 0,1228 1,8460 - 0,2331
N9 1,6703 0,1770 1,3469 0,0793
N10 1,3584 0,1302 2,2893 0,2138
N11 1,1575 0,1272 1,8859 0,1555
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Figura 24: Correlagdo entre as areas de ¢- NO, (1581-1485 cm ~') e ¢- COOH +

COO (2300-1861 cm™)

0,45
0,40
0,35 -
0,30

" 0,25 ~

®NO

0,20
0,15

0,10

m  Correlagdo entre NO, e oCOOH+COO"
———0,94 %

0,05

¥ v 1 M T

T
1.8 2,0

¢»COO

2,2

2,4

2,6
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Através da Figura 24 observa-se que existe uma boa correlagéo entre as
absorcdes dos grupos ¢ NO, e as de ¢ COOH + COO™ mostrando que parte do
acido nitrico € gasto para nitrar e parte € gasta para oxidar. Pela Tabela 13
observa-se que a nitragdo com menor concentragdo de HNQs;, menor tempo e
menor temperatura favoreceu o processo de nitracdo/oxidacdo na fragdo sodlida
(maior area). A correlagdo mostra que ha formacdao de R-NO, e esses sdo
produzidos pela nitragdo com o HNO3 e paralelamente ocorre também redugdo do
HNO3 para a oxidagao de grupos organicos a grupos COOH + COO".

A correlagdo verificada na Figura 25 mostra a preservagcdo da MO pois
essas duas areas representam MO. Observa-se um aumento na concentragdo de
carboidratos e C-H alifaticos na fragdo soélida quando se utilizou maior
concentragdo de HNO3s. O acido nitrico (HNO3) atacou mais outras estruturas
organicas e inorganicas do lodo biolégico. Interpretamos que ao utilizar-se HNO3
com concentragdo 6 mol L™ houve uma oxidagdo da fragdo organica sélida
tornando-a soluvel. Nas proximas etapas analisaremos também as fragdes

soluveis para confirmagao destas suposigdes.

4.1.1.1.2.1 Planejamento Fatorial 2° - Andlise de Componentes Principais (PCA)
aplicada a FTIR por Absorbincia

Aplicou-se a PCA (Figura 26) as amostras lodo biolégico (N1) e as nitradas
analisadas por FTIR utilizando os espectros em absorbancia, alisados,
normalizados e se retirando as regides de H20, COze nitrato como ja mencionadc
no texto referente a Figura 22.

Aplicou-se a PCA também aos espectros das regifes estudadas no
planejamento 2> para se verificar se ha a mesma tendéncia de agrupamento ou

separacao das amostras.
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Figura 26: “Scores” para a 1° componente principal (CP1) versus a 2°

componente principal (CP2) dos espectros em absorbancia (A) das amostras

estudadas
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Observa-se na Figura 26 que a CP1 separou as amostras nitradas com 6
mol L™ da amostra do lodo puro, da nitragao intermediaria (N10) e das nitragées
em concentragdes mais baixas de HNOs;. Enguanto que a CP2 separou as
amostras nitradas com HNO; 6 mol L' e a nitragcdo intermediaria (N10) das
amostras nitradas com HNO3 1 mol L™ e a amostra lodo biolégico (N1). Observa-
se no quadrante positivo da CP2 um agrupamento das amostras com
concentragdo de 6 mol.L "' e em fungdo da temperatura.

A CP1 representa 85 % da variancia entre os dados das amostras enquanto
que a CP2 représenta 10 %. As CP3 com 3 % e CP4 com 1 % explicam uma
pequena variancia dos dados, mas que em alguns casos sao significativas para
mostrar diferencgas sutis entre as amostras. '

A Figura 27 mostra a PCA aplicada as amostras lodo bioldgico (N1) e as
nitradas analisadas por FTIR (Figura 22) utilizando os espectros em absorbancia,
alisados, normalizados na regido de 1581 a 1485 cm™ (grupos NO,). As duas
primeiras CP explicam 98,71% da variancia total dos dados.
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Figura 27: “Scores” para a 1° componente principal (CP1) versus a 2

componente principal (CP2) dos espectros das amostras estudadas na

regido de 1581 a 1485 cm™ (grupos NO;) em absorbancia (A)
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A CP1 (como a CP2 da Figura 26) separou as amostras nitradas com HNO3

6 mol L™ e a nitragdo intermediaria (N10) das amostras nitradas com HNO3 1 mol

L e a amostra lodo bioldgico (N1).

A Figura 28 mostra a PCA aplicada as amostras lodo bioldgico (N1) e as
nitradas analisadas por FTIR (Figura 22) utilizando os espectros em absorbancia,
alisados, normalizados na regido de 1861 a 1573 cm™” (COOH + COO ). ACP1 e

CP2 representam 95,5 % da variancia total entre as amostras. Novamente as

nitragdes com HNO3 6 mol L™ ocupam, quase que o mesmo quadrante negativo
da CP1 e 1 mol L™ (quadrante positivo da CP1) (Figura 28).

86



Figura 28: “Scores” para a 1* componente principal (CP1) versus a 2*
componente principal (CP2) dos espectros das amostras estudadas na
regidio de 1861 a 1573 cm™ (COOH + COO °) em absorbancia (A)
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A PCA aplicada as amostras lodo bioldgico (N1) e as nitradas analisadas
por FTIR (Figura 22) utilizando os espectros em absorbéancia, alisados,
normalizados na regido de 2300 a 1861 cm' (C-O de carboidratos) nao
apresentou 0 mesmo comportamento observado para as regides discutidas
anteriormente. Provavelmente devido a baixa intensidade da banda nesta regiao.

A Figura 29 mostra a PCA aplicada as amostras lodo bioldgico (N1) e as
nitradas analisadas por FTIR (Figura 22) utilizando os espectros em absorbancia,
alisados, normalizados na regido de 3001 a 2750 cm™ (C-H alifaticos). As duas
primeiras CP explicam ~ 98 % da variancia total dos dados. A novidade aqui é que
a CP2 tem razoavel peso, 25 %.

87



Figura 29: “Scores” para a 1° componente principal (CP1) versus a 2°
componente principal (CP2) dos espectros das amostras estudadas na

regido de 3001 a 2750 cm™ (C-H alifaticos) em absorbancia (A)
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A Figura 29 mostra a separagdo da amostra nitrada com HNO3 1 mol L™, 12
horas e 60 ° C para um lado e as demais agrupadas do outro lado da CP1.
Através da PCA, em todas as regifes estudadas, com excecdo da regido de
carboidratos, distingui-se as amostras nitradas com 6 mol L™ das nitradas com 1

mol L™ e da amostra lodo puro.

4.1.1.1.2.2 Planejamento Fatorial 2’ - Cdlculo dos Efeitos e Interagées

Os espectros em absorbancia (A) (Figura 22) foram pré-tratados para entéo
serem realizados os calculos dos efeitos. Estes pré-tratamentos constaram de:

1) retirada das regides referentes a O-H de &gua (~ 40003000 cm™), CO,
(~ 2400-2280 cm') e nitrato (~ 1410-1350 cm™);

2) alisamento em 13 pontos para se diminuigdo da infiuéncia de ruidos,

segundo o algoritmo Savitzky-Golay;
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3) apés a retirada das regides de interferéncia (O-H de H,O, CO; e nitrato)
e alisamento, os espectros foram normalizados dividindo cada intensidade por
uma constante (soma das intensidades);
4) apo6s, calculou-se entdo as areas de maior interesse das seguintes
regioes:
a) numero de onda de 3001 ~ 2750: regido de C-H alifaticos;
b) nimero de onda de 2300 ~ 1861: regido de C-O de carboidratos;
¢) numero de onda de 1861 ~ 1573: regido de COOH + COQ,
d) nimero de onda de 1581 ~ 1485: regido de grupos nitro (NO).
A Figura 30 (A) mostra os espectros de FTIR na regigdo de 1581-1485 cm™
(Grupos NO,) e a Figura 30 (B) mostra os espectros de FTIR na regido de 1861-
1573 cm™ (COOH+COO") das amostras do planejamento fatorial 2° utilizadas para

o calculo das areas.

Figura 30: Regido de 1581 — 1485 cm™ (Grupos NO,) (A) e regido de 1861-
1573 cm™ (COOH+COO)) (B) dos espectros em absorbéncia (A) de FTIR das

amostras do planejamento fatorial 2° utilizadas para o calculo das areas

(A) (B)
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As areas calculadas a partir dos espectros de FTIR sdo mostradas na
Tabela 14.
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Os ensaios N6, N7, N8 e N9 correspondem ao nivel (+) de temperatura
(60°C) enquanto que os ensaios N2, N3, N4 e N5 correspondem ao nivel (-) de
temperatura (40°C).

Os ensaios N4, N5 N8 e N9 correspondem ao nivel (+) de tempo (12
horas) enquanto que os ensaios N2, N3, N6 e N7 correspondem ao nivel (-) de
tempo (6 horas).

Os ensaios N3, N5, N7 e N9 correspondem ao nivel (+) de concentragéo de
HNO; (6 mol L ') enquanto que os ensaios N2, N4, N6 e N8 correspondem ao
nivel (-) de concentragdo de HNOs (1 mol L 7).

As respostas correspondentes aos ensaios sdo as areas das regides de
1861 a 1573 cm™ e de 1581 a 1485 cm™, que s@o apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados do planejamento fatorial 2° a partir das 4reas
calculadas para as regides de NO; (1581-1485 cm™) e COOH+COO(1861-1573

cm™') dos espectros de FTIR

Ensaio 1 2 3 Area

NO: COOH+COO"

N1 Lodo biolégico

N2 - - - 0,3027 2,3194
N3 + - - 0,0712 1,3285
N4 - + - 0,2927 2,0979
N5 + + - 0,1751 1,7040
N6 - - + 0,3114 2,1856
N7 + - + 0,0738 1,1537
N8 - + + 0,2331 1,8459
N9 + + + 0,0793 1,3439

O calculo dos efeitos e interagdes utilizando as areas nas regides do
Infravermelho, como resposta das nitragdes pode ser visto na tabela 15 a seguir.

O efeito da temperatura, calculado utilizando-se como resposta & area da
regido de 1861 a 1573 cm™ e a area da regido de 1581 a 1485 cm™, foi -0,2294 e -

0,0360, respectivamente. Este valor indica que a area de 1861 a 1573 cm™! diminui
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de 0,2294 e a drea da regido de 1581 a 1485 cm™ diminui de 0,0360 quando a
temperatura passa de seu nivel inferior (40 °C) para o superior (60 °C) indicando
que o efeito da temperatura é mais pronunciado na oxidagao (variagio na area da
regido de 1861 e de 1573 cm™).

Para o efeito do tempo o valor para a regido de 1861 a 1573 cm™ foi
+0,0019 e para a area da regido de 1581 a 1485 cm™ foi +0,0052. Desta forma, a
mudang¢a do tempo de 6 horas para 12 horas ndo afeta significativamente o
processo de nitragdo/oxidagao.

O efeito da concentragdo do HNO; calculado através das mesmas areas foi
-0,7289 e -0,1851, respectivamente indicando que estas areas aumentam
significativamente quando a concentragdo de HNO3 diminui de 6 mol L™ para 1

mol L™.

Tabela 15: Calculo dos Efeitos e Interagoes utilizando as areas nas regidoes
de FTIR, como resposta das nitragoes

Efeitos 3001-2750 2300-1861 1861-1573 1581-1485
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

+0,3375 +0,0270 -0,7289 -0,1851
-0,1327 ' +0,0081 +0,0019 +0,0053

-0,1484 -0,0068 -0,2294 -0,0360
12 +0,0547 +0,0053 +0,2824 +0,0494
13 +0,1089 -0,0041 -0,0365 -0,0106
23 -0,1120 -0,0109 -0,0751 -0,0417
123 -0,0376 +0,0259 -0,0160 -0,0075

Os efeitos da temperatura, concentragdo de HNO3 e tempo de reagéo foram
calculados através da equagéo que utiliza a média dos coeficientes de contraste
conforme item 1.3.3: |

(EP) =3, -0.

Estes efeitos e interagdes podem ser melhor visualizados na Figura 31 a

seguir atraves dos graficos de efeito “versus” probabilidade cumulativa.
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Figura 31: Graficos de efeito versus probabilidade cumulativa para as

regides de grupos nitro (a), carboxilicos e carboxilatos (b)
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A partir da analise por graficos normais se verificou que para a regido de
grupos nitro os unicos efeitos significativos sdo o efeito da concentragédo de HNO3
e a interagao (concentragdo x tempo). Ja para a regido de grupos carboxilicos e
carboxilatos os efeitos significativos séo a concentragdo de HNO;, a interaééo

(concentragdo x tempo) e a temperatura, sendo o ultimo menos acentuado.

4.1.1.1.2.3 Planejamento Fatorial 2° - Superficie de Resposta

Os graficos de superficies de resposta foram obtidos a partir de matrizes de
dados que continham os niveis estudados de concentragio e tempo (-1,0e 1) e
as respostas foram obtidas a partir das areas dos espectros de infravermelho. As
superficies de resposta foram feitas com os ensaios realizados a temperatura de
40 °C. A matriz de dados para a regido de grupos nitro e para a regido de grupos
carboxilicos e carboxilatos se encontra a seguir nas Tabelas 16 e 17

respectivamente.
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Tabela 16: Matriz de dados da regido de grupos nitro para os graficos de
superficie de resposta, planejamento fatorial
Concentragcdo Tempo de reagdo Resposta

-1 -1 0,3027
1 -1 0,0712
0 0 0,2138
-1 1 0,2927
1 1 0,1751

Tabela 17: Matriz de dados da regido de grupos carboxilicos e carboxilatos
para os graficos de superficie de resposta, planejamento fatorial

Concentracdo Tempo de reacdo Resposta

-1 -1 2,3194
1 -1 1,3285
0 0 2,2893
-1 1 2,0979
1 1 1,7040

Os numeros expressos nos eixos da superficie de resposta sao referentes
aos niveis estudados no planejamento fatorial. No eixo das abscissas se tem a
concentragéo de HNO3 e no eixo das ordenadas se tem o tempo de reagéo.

A concentragdo de HNOs varia de 1 a 6 mol L™ .Os nimeros expressos na
abscissa -1, -0,5, 0, 0,5, 1, equivalem a concentra¢des de 1; 1,75; 3,5, 4,25 e 6
mol L™ respectivamente. Ja o tempo de reagdo varia de 6 a 12 horas. Os nlimeros
expressos na ordenada -1; -0,5; 0; 0,5 e 1 equivalem a tempos de reagao de 6;
7,5; 9; 10,5 e 12 horas, respectivamente.

Através da superficie de resposta para grupos nitro, se pode verificar que a
regido de maior rendimento (em vermelho), esta na regido de baixa concentragdo
(1mol L) (-1) e na regido de tempo de reagdo entre 6 e 9 horas (-1 e 0). Para a
regido de grupos carboxilicos e carboxilatos, se tem a regido central como de
maior resposta, entre —0,5 e 0,5 nos dois eixos, concentracdo entre2e 4 mol L' e
tempos de reagéo entre 8 e 10 horas. Como a diferenca entre as respostas para
grupos carboxilicos e carboxilatos € baixa entre 6 e 9 horas, se optou por escolher
como ponto timo o ensaio com concentragdo de HNOs de 1mol L™ e tempo de
reagdo de 6 horas, em temperatura de 40 °C. Desta forma se tem o maximo de

nitragéo e um razoave! ponto de oxidagdo (Figura 32 e 33).
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Figura 32: Superficies de respostas de otimizagao do processo de
nitragdo/oxidagio - planejamento fatorial 23 para a regido de absorcao de

NO: em 2 dimensodes (A) e em 3 dimensdes (B)
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Figura 33: Superficies de respostas de otimizagcdao do processo de

nitragdo/oxidagdo - planejamento fatorial 23 para a regido de absorgdo de
COOH + COO" em 2 dimensoes (A) e em 3 dimensdes (B)
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4.1.1.1.3 Planejamento Fatorial 2°- C, H, N, S

A Tabela 18 a seguir mostra os dados de C, H, N, S para as amostras do

planejamento fatorial 2°.

Tabela 18: Analise elementar (C, H, N, S e O) em % e razées atomicas para as
amostras lodo biolégico (N1), as nitragdes (N2 a N10) e a redugdao com SnCl,
(N11) do planejamento fatorial 2°

Ensaio %C* %H* %N %S* %O HC* NC* orc

N1 422484 58933 3.4869 7.84 40.5314 1.6739 0.0707 0.7195
N2 446531 59383 4.0235 6.0934 39.2917 0.2687 0.0772 0.6599
N3 435211 6.1621 1.981 9.3532 38.9826 1.6991 0.0330 0.6718
N4  46.1813 6.2055 3.8201 7.6774 36.1157 1.6125 0.0709 0.5865
N5 446305 6.0644 2481 76778 39.1463 1.6306 0.0476 0.6578
N6  46.2267 6.1802 3.2049 66515 37.7367 1.6043 0.0594 0.6122
N7 444082 6.1515 1.5056 56684 422663 1.6623 0.0280 0.7138
N8  46.1658 6.4202 1.6905 6.1548 39.5687 .1.6688 0.0314 0.6428
NS  43.7464 57061 3.4891 6.1624 40.8961 1.5652 0.0684 0.7011
N10 43.7011 5.905 3.14 58478 41.4061 1.6215 0.0616 0.7106
N11 34.0691 4.8165 258 73021 51.2323 1.6965 0.0649 1.1278

*Porcentagem em massa; **Obtido pela diferenga: 100 — (%C + % H + % N + % S); * Razdes
atoémicas.

Observa-se que a % de Nitrogénio é maior para a amostra N2, que é o

produto do processo de nitragdo mais brando.

4.1.1.2 Planejamento em Estrela para Nitragao

A Tabela 19 a seguir mostra a matriz de planejamento dos ensaios

baseados no planejamento estrela como citado no item 3.1.3.4.
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Tabela 19: Matriz de planejamento dos ensaios baseados no planejamento
estrela

Ensaio Concentragao de HNO3 Tempo (horas) Temperatura (° C)
(mol L)
PE1 Lodo bioldgico
PE2 0,6 3,17 40
PE3 1,4 3,17 40
PE4 0,6 8,83 40
PES 1,4 8,83 40
PE6 1 6 40
PE7 0,43 6 40
PE8 1 10 40
PES 1,56 6 40
PE10 1 2 40

(Barros Neto e colaboradores, 2001)

41.1.21 Planejamento em Estrela - Espectroscopia de Ressonancia

Paramagnetica Eletronica (EPR)

A Tabela 20 a seguir mostra as respostas do planejamento estrela
empregando a concentragdo de radicais livres organicos (RLO) verificados através
da técnica de EPR para as amostras estudadas no planejamento estrela
apresentadas na Tabela 19. A aquisi¢do dos dados de RLO segue a metodologia

descrita no item 3.3.1.

Tabela 20: Concentragdo de radicais livres organicos (RLO) observados por
EPR nas amostras estudadas do planejamento em estrela

Ensaios Concentragao Tempo Amostras  RLO (spins g')
PE1 _ _ Lodo biol. 1,8251e18
PE2 -1 -1 0,6M—-317h 1,4418e18
PE3 1 -1 1,4M-3,17h  1,8306e18
PE4 -1 1 06M-883h  1,7078e18
PE5 1 1 1,4M -8,83h  1,2492e18
PE6 0 0 1,0M—-6,00h  1,2903e18
PE7 =22 0 0,43M-6,00h  1,6343e18
PE8 0 2172 1,0M—-10,0h  1,4144e18
PE9 212 0 1,56M —6,00h  1,4395e18

PE10 0 -212 1,0M-2,00h 1,6581e18
SP - - Strong Pitch 4,473e15
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Verifica-se que os valores de RLO segundo a Tabela 20 n&o variaram como
nas amostras do planejamento fatorial 2° sugerindo novamente que a temperatura
de reacdo de 40 °C é importante na manutengdo de moléculas menores que se
mantiveram na fragao sdlida.

Como ja verificado para as amostras nitradas (4.1.1.1.1) na Figura 34 se
observa que todos os espectros, obtidos na faixa de campo de 0 a 5000 G,
apresentaram uma linha larga de absor¢do, na regido de g ~ 2,0, atribuida a sais
de Fe* e 6xidos de Fe* em dominios concentrados. As amostras apresentaram
ressonancia em g = 4,3, indicando a presenga de ions Fe* em dominios diluidos
(Schreiner e colaboradores, 2001). |

Nos espectros da Figura 35 se verifica uma linha de absorg,éb de radical
livre organico (RLO) em g ~ 2,0, que pode ser melhor observada nos espectros a
50 G em temperatura ambiente (TA) (Figura 35).

A amostra pura (PEOO) apresentou sinais referentes a complexos de Mn?*
em estruturas de esfera externa (Figura 34).

A amostra pura (PEOO) apresentou parametros de EPR correspondente a
complexos de Fe* porfirina, com g ~ 6,0 (GOODMAN e HALL, 1994) e g~ 5,0
correspondente a presenca de ions Fe®* em dominios diluidos (Schreiner e
colaboradores, 2001) (Figura 34).
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Figura 34: Espectros de EPR das amostras estudadas a 5000 G a

temperatura ambiente do planejamento em estrela
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Figura 35: Espectros de EPR das amostras estudadas a 50 G a temperatura

ambiente do planejamento em estrela
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4.1.1.2.2 Planejamento Estrela - Espectroscopia no

Transformada de Fourier (FTIR) por Transmitancia (T)

Infravermelho com

A Tabela 21 a seguir mostra os resultados do planejamento estrela

empregando as areas calculadas para as regides de 1581 a 1485 cm™ (NO,) e de

1861 a 1573 cm™ (COOH+COQQ") a partir dos espectros de FTIR.

Tabela 21: Resultados do planejamento estrela para as areas calculadas a

partir dos espectros de FTIR

Ensaio Concentraggo Tempo Amostra Area
(NOz)  (COOH+CO0O0-)
PE1 -1 -1 0,60M3,17H  0,2208 1,5672
PE2 1 -1 1,40M3,17H  0,2193 1,7992
PE3 -1 1 0,60M8,83H  0,2038 1,5305
PE4 1,40M8,83H  0,2247 1,5104
PE5 0 0 1,00M6,00H 0,2119 1,5598
PE6 27 0 0,43M6,00H 0,2019 1,6068
PE7 0 2'” 1,00M10,0H  0,2372 1,5889
PE8 i 0 1,56M6,00H  0,2377 1,6417
PE9 0 2" 1,00M2,00H 0,1643 1,4389

A Figura 36 mostra os espectros médios de FTIR (obtidos em triplicata) em

absorbancia (A), alisados, normalizados e se retirando as regifes de H,0, COz e

nitrato das amostras para os 9 ensaios do planejamento em estrela.
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Figura 36: Espectros de FTIR em absorbéancia (A) das amostras dos

planejamentos em estrela obtidos em triplicata

C-H alif.

~——— L1.00M2.00H
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A Figura 37 (A) mostra a regido de 1581 — 1485 cm™' (Grupos NO,) e a
Figura 37 (B) mostra a regido de 1861-1573 cm™ (COOH+COO") dos espectros de

FTIR em absorbancia (A) para as amostras do planejamento em estrela utilizadas

para o calculo das areas.

Figura 37: Regidao de 1581 — 1485 cm-1 (Grupos NO.) (A) e regido de 1861-
1573 cm-1 (COOH+COO-) (B) dos espectros de FTIR em absorbancia (A) das

amostras do planejamento em estrela utilizadas para o calculo das areas

(A)

(B)

Numero de Onda (cm)



4.1.1.2.2.1 Planejamento em Estrela - Superficie de Resposta

Os resultados obtidos a partir da matriz de dados para a regido de grupos
nitro e para a regido de grupos carboxilicos e carboxilatos encontram-se a seguir

nas Tabelas 22 e 23, respectivamente.

Tabela 22: Matriz de dados da regido de grupos nitro para os graficos de
superficie de resposta, planejamento em estrela
Concentragdo Tempo de Reacdo Resposta

-1 -1 0,2208
1 -1 0,2193
-1 1 0,2038
1 1 0,2247
0 0 0,2119
-1.414 0 0,2019
0 1.414 0,2372
1.414 0 0,2377
0 -1.414 0,1643

Tabela 23: Matriz de dados da regido de grupos carboxilicos e carboxilatos
para os graficos de superficie de resposta, planejamento em estrela
Concentracdo Tempo de Reacdo Resposta

-1 -1 1,5672
1 -1 1,7992
-1 1 1,5305
1 1 1,5104
0 0 1,5598
-1.414 0 1,6068
0 1.414 1,5889
1.414 0 1,6417
0 -1.414 1,4389

Através desta superficie, verificou-se que para grupos nitro tém-se duas
regides de maior resposta. Uma das regides se encontra em concentragdo de 1,5
mol.L" (1) e tempos entre 6 e 10 horas (0 e 1); e outra regido se encontra em
concentragdo média (1,0 mol L") (0) e tempo de 10 horas (1).

Ja para os grupos carboxilicos e carboxilatos, a maior resposta se encontra
na regido de maior concentracao, entre 1,25 e 1,50 mol L™ (0,5 e 1) e tempos de
reacao baixos, entre 2 e 6 horas (-1 e 0). (Figuras 38 e 39).
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Figura 38: Superficie de resposta de otimizacao do processo de
nitracao/oxidagao - planejamento em estrela para a regidao de absorcao de

NO: em 2 dimensodes (A) e em 3 dimensoées (B)

(A)

o
Q
S
(0]
I._
02880515
0.21}
-1 -0.5 0 0.5 1
concentragao
Fatores -1 0 1
Concentracdo 0,43 molL~" 1,00molL™ 1,56 molL™"
Tempo 2 horas 6 horas 10 horas

(B)
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Figura 39: Superficie de resposta de otimizagao do processo de
nitracdao/oxidagao - planejamento em estrela para a regido de absorgao de
COOH + COO" em 2 dimensodes (A) e em 3 dimensdes (B)

(A)

Tempo

concentragao
Fatores -1 0 1
Concentragdo 043 molL~ 1,00molL”" 1,56 molL "’
Tempo 2 horas 6 horas 10 horas

(B)
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Verifica-se, pelos resultados deste trabalho, que para a obtencdo de bom
rendimento na regido de grupos nitro, sem grande perda na regiao de grupos

carboxilicos e carboxilatos, pode-se optar por concentragido de HNO3 de 1,5 mol

L-1e tempo de reagdo de 5 horas, aproximadamente.
4.1.1.2.3 Planejamento em Estrela-C, H, N, S

A Tabela 24 a seguir mostra os dados de Nitrogénio (N), Carbono (C),
Hidrogénio (H) e Enxofre (S) para as amostras do planejamento em estrela

(Tabela 19).

Tabela 24: Analise elementar (C, H, N, S e O) e razdes atdmicas para as
amostras do planejamento em estrela

Ensaios % C* % H* %N* %S* %O™ H/C* NC* o/

PE1 46.11 6.2 3.38 680 3751 161 006 061
PE2 4717 6.17 3.48 639 36,78 157 006 0.58
PE3 46.44 5.95 3.27 556 3877 154 006 0.63
PE4 45.49 6.06 4.07 751 368 160 0.07 061
PES 46.84 6.19 3.25 596 37,76 159 0.06 060
PE6 46.03 6.15 3.28 691 3762 160 006 0.61
PE7 44.25 6.04 3.91 728 3852 164 007 065
PES8 45.38 6.14 3.68 856 3624 1862 007 060
PES 45.55 6.13 3.49 8.06 36,77 161 006 0.60

*Porcentagem em massa; **Obtido pela diferenga: 100 — (%C + % H + % N + % S); * Razdes
atdmicas.

Sugere-se que as variagdes de concentragcdo de HNO; e tempo de reagéo
destes ensaios nao foram grandes o suficiente para que sejam observados valores
muito diferenciados para as relagbes H/C, N/C e O/C nestas amostras do

Planejamento em Estrela.
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4.1.2 Redugéo

4.1.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

A Tabela 25 a seguir mostra a concentragdo de radicais livres organicos
(RLO) verificados através da técnica de EPR para as amostras pura (R1), nitrada
(R2)e reduzidas (R3 a R9). A aquisi¢do dos dados de RLO seguiu a metodologia

descrita no item 1.4.1.

Tabela 25: Concentragdo de radicais livres organicos (RLO) observados por
EPR nas amostras estudadas

Ensaio Amostra RLO (spins g™)
R1 Amostra pura 1,80036e17
R2 Nitracdo 1MO6H40 (N1) 1,72124e17
R3 SnCl, 3,08995e17
R4 Fe®a60°C em 1 mL HCI *

R5 Fe®a 60 °C em 2 mL HCI 1,32619e17
R6 Fe® a80°C em 2 mL HCI *
R7 Fe®a 80 °C em 0,5 mL H,SO4 *
R8 Palha de aco a 80 °C em 2 mL HCI 2,30500e17
R9 FeS04a 80 °C em 2 mL HCI 8,9997e16

* Ndo foi possivel calcular a concentragdo de RLO nestas amostras.

A Figura 40 a seguir mostra os dados obtidos através da técnica de EPR
para as amostras pura (R1), nitrada (R2) e reduzidas (R3 a R9). Os comentarios
para a amostra pura e nitrada ja foram feitos no item 4.1.1.1.1. Apesar dos valores
de RLO serem proximos em fungdo de se trabalhar na faixa de 10" a 10",
sugere-se que, com relagdo as redugdes, no espectro da amostra R3 ha uma
certa intensificagdo do sinal de RLO comparada com as demais amostras,
sugerindo assim maior formagdo de radicais semiquirona em vez de radicais
quinona. Este fato pode ser melhor visualizado na Figura 41. Observa-se também
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uma diminuigdo na intensidade do sinal de Fe* tanto na regio de sitios diluidos
como concentrados.

No espectro da amostra R4 se verifica uma linha de ferromagnetismo muito
intensa que toma conta de todo o especiro impedindo assim maiores
detalhamentos (Figura 40).

Sugere-se para a amostra R5 que o excesso de Fe® foi consumido pelo HCI
(Figura 40). ‘

Na Figura 40 sugere-se que o Fe® nao foi um bom redutor de grupos nitro
(NO2) porque o sinal de RLO ficou assimétrico na amostra R6, indicando a
presenga deste sinal de Fe** em fungéo dos dois sinais (RLO e Fe* em dominios
concentrados, ocorrerem na mesma regido de g = 2,00). Este sinal de RLO é
semelhante ao encontrado na amostra nitrada (N2) onde se sugere a presenca de
dois sinais de RLO sobrepostos (Figura 14) em fun¢d@o do formato diferenciado do
mesmo.

O espectro da amostra R7 apresentou comportamento semelhante ao da
amostra R4 onde também nao se verifica sinal de RLO, provavelmente estes RLO
foram complexados em fungdo do meio de HSO4. (O ferro poderia complexar a
semiquinona dando “quenching” no sinal do RLO) (Figura 40).

O espectro da amostra R8 apresenta um espectro semelhante a R3, pois
aumenta o sinal de RLO e diminui o de Fe* (Figura 40). Aparentemente reduziu o
grupo nitro porque o sinal de RLO é mais simétrico. Sugere-se a interagdo com

nitrogénio, ndo mais com grupos NQO, e sim com grupos NH» (Figura 41).
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Figura 40: Espectros de EPR das amostras pura (R1), nitrada (R2) e
reduzidas (R3 a R9) estudadas a 5000 G a temperatura ambiente
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0 1000 2000 3000 4000 5000
Campo magnético (G)

Figura 41: Espectros de EPR das amostras pura (R1), nitrada (R2) e
reduzidas (R3 a R9) estudadas a 50 G a temperatura ambiente

4 T v T ¥ T v T T
3445 3450 3455 3460 3465 3470

Campo magnético (G)
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4.1.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
por Absorbancia (A)

A Figura 42 a seguir mostra os espectros em Absorbancia (A) de FTIR das
amostras pura (R1), nitrada (R2) e reduzidas (R3 a R9) onde as regibes de
interesse do espectro foram selecionadas (retirada das areas de H;O, CO,, nitrato
e sulfato (1000 — 400 cm™)), alisadas (minimizagdo dos ruidos) e normalizadas
(minimizagéo da variagdo do caminho 6tico).

Figura 42: Espectros de FTIR em absorbancia (A) das amostras pura (R1),
nitrada (R2) e reduzidas (R3 a R9) cortadas, alisadas e normalizadas
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Na Tabela 26 se verificam os ensaios realizados e as areas calculadas a
partir dos espectros de FTIR visualizados na Figura 42 para as amostras pura
(R1), nitrada (R2) e reduzidas (R3 a R9). Nas regides de interesse (item 4.1.1.2.2)
do espectro de FTIR se observa que para a regiao de grupos NO- os ensaios R3,
R7 e R8 apresentaram as menores areas sugerindo assim um processo de
redugcdo mais eficiente. E possivel se optar pelo ensaio R8 (redugo com palha de
aco) por ser um processo mais econémico que o R7 (Fe®) e mais viavel em termos
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ambientais que o R3 (SnCl;), pois com este se adiciona ao meio o elemento
estanho.

As amostras RS, R7 e R8 apresentaram maiores areas na regido de C-O
carboidratos sugerindo uma maior concentragdo destes na fragdo sdlida e a
amostra R9 apresentou menor valor de area indicando uma maior concentragio
destes grupos na fragao soltvel.

Para as regides de C-H alifatico em relag&o aos valores do lodo biolégico se
observa uma diminuigdo dos valores de area para a amostra RY7
comparativamente as demais, sugerindo assim que o meio de H>SO4 solubilizou

estes C-H alifaticos passando os mesmos para a solugéo.

Tabela 26: Resultados do planejamento estrela para as areas calculadas a
partir dos espectros de FTIR das amostras pura (R1), nitrada (R2) e
reduzidas (R3 a R9)

Ensaio Area

(NO,) (COOH+COO0-) (C-O carb) (C-H alif.)
R1 0.12592 1.79399 0.14289 1.18703
R2 0.34175 2.45123 0.14421 1.46741
R3 0.16746 2.12289 0.15033 1.32961
R4 0.40272 2.41259 0.15567 1.62456
RS 0.3305 2.60023 0.18511 1.43521
R6
R7 0.19504 2.11763 0.19304 0.81153
R8 0.1885 2.3212 0.18342 1.68586
R9 0.23808 1.97016 0.11663 1.64239

4.1.3 Nitragdao/Redugao
Para avaliarmos se o processo de nitragdo e reducgdo foi realmente

eficiente, se realizou ensaios onde se fez a nitragdo no melhor ponto encontrado
(concentragdo de HNO; de 1,50 mol L', tempo de reagdo de 5 horas e
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temperatura de 40 °C) e logo apés foi efetuada a redugédo da substancia nitro-
htiimica com o melhor redutor estudado (palha de ago), no mesmo sistema.

Foi coletada uma fragdo do lodo bioldgico apés a nitragao, antes da adigéo
do agente redutor, e uma outra fragdo ap6s a redugéo, para a analise de FTIR.

4.1.3.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
por Absorbancia (A)

A Figura 43 a seguir mostra os espectros de FTIR, alisados, normalizados e
em absorbancia da amostra nitrada/reduzida em processo continuo onde foram
retiradas as regides do espectro que ndo eram interessantes ao estudo, como a
regido de H,0O, CO; e nitrato.

Figura 43: Espectros de FTIR em absorbancia (A) cortados, alisados e
normalizados, da amostra nitrada/reduzida em processo continuo: pura,

nitrada e reduzida
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Verifica-se pela Figura 43 que o pico referente ao grupo nitro aumentou na
amostra nitrada em relagdo a amostra pura e diminuiu consideravelmente da
amostra nitrada para a amostra reduzida, mostrando que o processo continuo
pode ser adotado. Na Tabela 28 se verificam as areas calculadas pelo programa
Origin para a regido de grupos nitro (1581-1485 cm™) para o lodo biolégico puro,

nitrado e reduzido.

Tabela 28: Areas calculadas a partir dos espectros de FTIR do lodo biolégico
nitrado/reduzido em processo continuo.

Lodo Bioldgico Area da regido de 1581-1485 cm’™
Puro 1,23
Nitrado 3,73
Reduzido 1,86

A partir das areas calculadas se pode verificar que a area de grupos nitro
no lodo bioldgico nitrado triplicou em relag&o ao lodo bioldgico puro, e que a area
de NO; no lodo reduzido atingiu valores bem menores quando relacionados com a

amostra pura.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — EXTRAGAO, FRACIONAMENTO E
CARACTERIZAGAO DE SUBSTANCIAS HUMICAS DE SOLO.

4.21 RESULTADOS E DISCUSSAO - COMPARAGAO DE pH DE
EXTRAGAO DE AH DE CAMPO NATIVO COM FRACIONAMENTO
UTILIZANDO XAD-8 E SEM FRACIONAMENTO UTILIZANDO XAD-8

A tabela 29 a seguir mostra as amostras de acidos humicos extraidos de
campo nativo (0 — 10 cm) utilizando-se pirofosfato de sédio 0,1 mol L™ como
agente extrator. Foram feitas extragdes sequenciais a pH 7,6, 106 e 126 e

repetitivas (trés extragdes a um mesmo pH).

Tabela 29: AH extraidos a diferentes valores de pH

Amostra Extragao pH
AHCN7X8 1+2+3(XAD-8)* 7,6
AHCN176 1 7,6
AHCN276 2 7,6
AHCN376 3 7,6
AHCN10X 1+2+3(XAD-8)* 10,6
AHCN110 1 10,6
AHCN210 2 10,6
AHCN310 3 . 10,6
AHCN12X 1+2+3(XAD-8)* 12,6
AHCN112 1 12,6
AHCN212 2 12,6
AHCN312 3 12,6

* Amostras AHCN7X8, AHCN10X ¢ AHCN12X: Aproximadamente 1/3 de cada extragdo (3
extragdes) ao mesmo pH foram mescladas em apenas uma amostra. Esta amostra foi diluida em
50 L de agua destilada a pH 2,0 (HCI1 0,1 mol L) até obter-se COD — carbono orgénico diluido
¢ entdo eluidas na XAD-8. Apos se passa agua destilada na coluna até que esta agua que sai da
coluna esteja livre de cloreto (checado contra AgNQOs). A coluna € entio eluida ao reverso (de

baixo para cima) com NaOH 0,1 mol L™'e o material colorido que sai da coluna é coletado. Este
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material colorido é eluido na IR-120 e entdo liofilizado. A metodologia para estas operagdes

encontra-se no fluxograma no item 3.2.6 de Materiais ¢ Métodos.

As Figuras 44 a 62 mostram os espectros de EPR em temperatura
ambiente (TA) e a 77 K para as amostras de AH extraidas de:solo sob Campo
NativoapH 7,6, 10,6 e 12,6.

As informagdes obtidas nos espectros em baixa temperatura (77 K) vém a
confirmar os resultados em temperatura ambiente.

Observa-se em todos os espectros de EPR em nitrogénio liquido (77 K) a
pH 7,6 (amostras AHCN7X8, AHCN176, AHCN276 e AHCN376) (Figura 49) uma
linha de absorgdo, na regido de g ~ 4,3 e outra em g ~ 9,0, indicando a presenca
de ions Fe* de spin alto em sitios octaédricos e/ou tetraédricos com alta distorgao
rémbica, A = E/D = 0,33 onde E é o parametro de distorgdo rémbica e D é o
paréametro de distorgdo axial (Mangrich e Vugman, 1998). Esta regido do espectro
é dita também de dominios diluidos de ions Fe*".

As amostras AHCN7X8 e AHCN276 (pH 7,6) apresentam complexos de
Mn?* em estruturas de esfera externa (GOODMAN e HALL, 1994) com interagdo
hiperfina, A = 86 G. A Figura 46 mostra estes parametros em campo magnético de
600 G.

Na amostra AHCN176 detectou-se cobre divalente formando complexos de
campo ligante fraco, coordenado com oxigénios. Na Figura 49 observa-se o
detalhe da interagdo Cu?*-O devido a 4 linhas entre 2700 e 3300 G, com valor de
A, =160 G.

Na amostra AHCN276 se vé em detalhe cobre divalente formando
complexos de campo ligante forte (coordenagdo com estruturas porfirinicas). Esta
interagao Cu?*-N é devida as 9 linhas entre 3300 e 3460 G, com valor de Ay, = 16
G (SENESI, 1990) (Figura 48).

Os espectros obtidos em Nitrogénio liquido (77 K) das amostras AHCN10X,
AHCN110, AHCN210 e AHCN310 (pH 10,6) s&o observados na figura 55. Como a
pH 7,6, em todas as amostras observa-se sinal intenso na regido de g~4,3e g~
9,0,. indicando a presenga de ions Fe** de spin alto em sitios octaédricos e/ou
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tetraédricos com alta distor¢do rémbica, A = E/D = 0,33. (Mangrich, 1998); e
absorc¢des na regido de g ~ 3,5 e g ~ 5,0, sugerindo a presenc¢a de caulinita onde
ha sitio de Fe* em simetria maior que a rémbica. Este dado confere com o
espectro de FTIR (figura 67) onde se observam bandas tipicas de caulinita nas
regides de 3700 cm ' e 1030 cm ~'. Da mesma forma que a pH 7,6, detectou-se,
também, cobre divalente formando complexos de campo ligante fraco
(coordenagdo com oxigénios) e forte (coordenagdo com estruturas porfirinicas,
figura 53). Esta interagdo Cu?*-N é melhor verificada em AHCN10X e AHCN110.

Como a pH. 7,6 e 10,6, em todas as amostras a pH 12,6 observam-se
absorc¢bes na regiéo de g ~ 4,3 indicando a presenca de ions Fe*, mas estas s&o
menos intensas que a pH 7,6 e 10,6. Na regido de g ~ 9,0, ja ndo se observa esta
absorgao.

Todos os espectros (pH 7,6, 10,6 e 12,6) obtidos na faixa de campo de 0 a
5000 G, (figuras 44, 49, 51, 55, 57 e 61) apresentaram uma linha de absorgdo de
radical livre organico em g ~ 2,0, que pode ser melhor observada nos espectros a

50 G (Figuras 47, 54 e 60).
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4.2.1.1 AH de Campo Nativo - Espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR)

Figura 44: Espectros de EPR a 5000G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 45: Espectros de EPR a 2000G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 46: Espectros de EPR a 600G, em segunda derivada em TA das
amostras de campo nativo extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a

resina XAD-8, detalhe do Mn***
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* Onde se 1é, AH12 — 1+2+3e-pH7,6-XAD8, é: AHCN7XS8.
Onde se 1é, AH15-3e-pH7,6, é: AHCN376.
Figura 47: Espectros de EPR a 50G, em TA das amostras de campo nativo

extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD -8
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Figura 48: Espectros de EPR a 100G, em TA, em segunda derivada das

amostras de campo nativo extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a
resina XAD - 8, detalhe da interagcdao Cu -N
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Figura 49: Espectros de EPR a 5000G em 77K das amostras de campo nativo

extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD -8
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Figura 50: Espectros de EPR a 2000G em 77K das amostras de campo nativo
extraidas a pH 7,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 51: Espectros de EPR a 5000G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 10,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD - 8
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Figura 52: Espectros de EPR a 2000G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 10,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD - 8
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Figura 53: Espectros de EPR a 100G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 10,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8, detalhe da

interagdao Cu-N
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Figura 54: Espectros de EPR a 50G, em TA das amostras de campo nativo

extraidas a pH 10,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 55: Espectros de EPR a 5000G em 77K das amostras de campo nativo
extraidas a pH 10,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 56: Espectros de EPR a 2000G em 77K das amostras de campo nativo
extraidas a pH 10,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 57: Espectros de EPR a 5000G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 12,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 58: Espectros de EPR a 2000G, em TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 12,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 59: Espectros de EPR a 600G, a TA das amostras de campo nativo

extraidas a pH 12,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 60: Espectros de EPR a 50G, a TA das amostras de campo nativo
extraidas a pH 12,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 61: Espectros de EPR a 5000G em 77K das amostras de campo nativo
extraidas a pH 12,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Figura 62: Espectros de EPR a 2000G em 77K das amostras de campo nativo

extraidas a pH 12,6 e isoladas utilizando-se a resina XAD-8
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Utilizando-se os espectros das amostras em 50 G e o espectro, também em

50 G, de uma amostra padrao de quantidade de radical livre orgénico (RLO)

determinada, “Weak Pitch” (Bruker) com 1,22 e13 spins cm' e g = 2,0028, foi

determinado o nimero de spins g' das amostras estudadas (quantidade de

radicais livres semiquinona - Tabela 30) através de tratamento matematico

adequado. Nos espectros a 50 G, verificou-se que as intensidades da absorgao de

radical livre organico em g ~ 2,0 variaram dentre as extragdes estudadas. Os

valores de spins g n3o se correlacionam diretamente entre as extragdes, pois no

processo de extracdo dos AH ocorre a extragdo de materiais organicos e

inorganicos presentes nas amostras.
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Tabela 30: Concentragdo de Radicais Livres Organicos (RLO) nas amostras
de AH extraidos a pH 7,6, 10,6 e 12,6, isolados em resina XAD-8 e/ou
liofilizados diretamente

Amostra RLO (spin/g)
AHCN7X8 2,12 e+15
AHCN276 1,62 e+16
AHCN376 5,83 e+15
AHCN10X 4,44 e+16
AHCN110 3,57 e+16
AHCN210 2,48 e+16
AHCN310 1,64 e+16
AHCN12X 7,19 e+16
AHCN112 7,92 e+15
AHCN212 9,71 e+15
AHCN312 1,08 e+16

4.2.1.2 AH de Campo Nativo - Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

As Figuras 63, 64 e 65 mostram os espectros de UV-VIS para as amostras
de AH extraidas de solo sob Campo Nativo a pH 7,6, 10,6 e 12,6 respectivamente.
Os resultados de UV-VIS no estado sélido mostram o efeito de deslocamento
eletrénico no plano da molécula, como em solucdo, apresentando mais ainda, o
deslocamento devido ao “empilhamento” das moléculas. Dai os valores da razao
E2/E4, serem, em geral, menores que os obtidos com as amostras em solugéo.

Por espectroscopia de UV-VIS, sugere-se que os AH mais humificados
(menor razdo E4/EB), foram extraidos em pH 10,6; e os menos humificados em pH
12,6 (maior razdo E4/E6), com constituicdo quimica aromdtica menos
condensada. De modo geral, devido aos baixos valores de E2/E4 e E4/E6, tabela
31, sugere-se que estas substancias humicas sao mais humificadas, com
constituicdo quimica aromatica mais condensada, indicando possivel aumento da

massa molecular.
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Figura 63: Espectros de Ultravioleta - visivel em estado sélido das amostras
de acidos himicos extraidos a pH 7,6, isolados utilizando-se a resina XAD-8

el/ou liofilizados diretamente
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Figura 64: Espectros de Ultravioleta - visivel em estado sélido das amostras
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de acidos humicos extraidos a pH 10,6, isolados utilizando-se a resina XAD-8

e/ou liofilizados diretamente.
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Figura 65: Espectros de Ultravioleta - visivel em estado sélido das amostras
de acidos humicos extraidos a pH 12,6, isolados utilizando-se a resina XAD8
e/ou liofilizados diretamente

10000 | — AHCN12X
e ——— AHCN112
8000 AHCN212
—— AHCN312
6000 N
14 "
g 4000
2000
04
I L L T T

* I ! ! I ' T M !
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de onda (nm)

Tabela 31: Relagoes E2/E4 (Absorbancia em 270 nm/Absorbancia em 407 nm)
e E4/E6 (Absorbancia em 465 nm/Absorbancia em 665 nm) dos AH extraidos
apH7,6,10,6 e 12,6, isolados em resina XAD-8 e/ou liofilizados diretamente

Amostra Relagao E2/E4 Relacao E4/E6
AHCN7X8 1.08 1.79
AHCN717 1.13 2.09
AHCN276 1.23 1.93
AHCN376 1.08 1.75
AHCN10X 1.16 1.93
AHCN110 1.11 1.69
AHCN210 1.08 1.40
AHCN310 1.05 1.81
AHCN12X 1.16 2.04
AHCN112 1.22 2.07
AHCN212 1.25 2.13
AHCN312 1.14 1.95
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4.2.1.3 AH de Campo Nativo - Espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR) por Transmitancia (T)

As Figuras 66, 67, 68 e 69 mostram os espectros de FTIR para as amostras
de AH extraidas de solo sob Campo Nativo a pH 7,6, 10,6, 12,6 e XAD-8
respectivamente.

Observa-se uma intensa banda em 3700 cm ~' referente & vibragdo O - H
de grupos v Si(O-H), O-H internos de argilas (caulinita), nas amostras AHCN7X8,
AHCN376, AHCN10X, AHCN310, sendo esta menos intensa em AHCN276 (pH
7,6), AHCN110, AHCN210 (pH 10,6), AHCN12X e AHCN112 (pH 12,6). Estas
bandas sdo mais intensas nas amostras extraidas a pH 7,6 e menos intensas nas
amostras extraidas a pH 12,6 sugerindo assim, que a extracdo a pH 12,6 € a mais
eficiente na eliminagdo de inorganicos das fragdes AF e AH. Nas amostras
AHCN176 (pH 7,6 XAD-8), AHCN212 e AHCN312 (pH 12,6) praticamente ndo se
observa esta banda.

O mesmo comportamento é verificado para a banda em 3620 cm™. Estas
bandas em ~ 3620 cm™ sdo também atribuidas a grupos O-H de ilita - mineral de
aluminio e magnésio; gibsita - mineral de aluminio; montmorilonita - mineral de
aluminio e magnésio (WILSON e colaboradores, 1974) e oxihidréxidos de aluminio
(WILSON, 1994).

Estas mesmas bandas (3700 cm™ e 3620 cm™) também séo atribuidas a
grupos O-H da haloisita. As vibragdes de deformag¢do angulares E-O-H (E
simboliza o metal ligado ao OH) também sao verificadas em 800 — 750 cm™. Na
regido de 825 — 750 cm™ esta vibragdo E-O-H também pode ser atribuida a ilita -
Al-Mg-OH (WILSON, 1894). A maior intensidade nesta banda sugere maiores
teores de cinzas nas amostras.

Os provaveis elevados teores de cinzas encontrados nas amostras
AHCN7X8, AHCN376, AHCN10X, AHCN310 estdo em concordancia também com
a banda na regido de 1100 cm™ devido a vibracdo v(Si-O) da matéria inorganica.

Estes dados concordam com os encontrados por Guimaraes, 1997.

129



Os minerais podem ser distinguidos pelas diferengas na posicdo e
intensidade relativa das bandas devido ao v OH. Em geral é aceito que as bandas
na regido de 3700 cm™ e 3620 cm™' sdo atribuidas a argilas do tipo caulinita
(Wilson, 1994). Estas vibragdes também sao verificadas na regido do espectro de
vibragdo angular 938 cm™ (E-O-H internos as camadas da caulinita) e 912 cm™
(O-H de superficie interna da caulinita). Estas vibragdes em 938 cm™ sdo mais
intensas nas amostras AHCN7X8, AHCN376, AHCN10X e AHCN310 e estas
vibracdes em 912 cm™ sdo mais intensas nas AHCN7X8, AHCN276, AHCN376,
AHCN10X e AHCN310.

As bandas em 3620 cm”, 3527 cm”, 3391 cm' e 3373 cm™ e a
deformagdo de E-O-H que também pode ser observada em 1017 cm™, sdo
devidas a minerais de hidroxido de aluminio — gibsita (E-Al). A banda larga em
3445 cm™ ¢ atribuida a vibracdo O-H de grupos alcodlicos, fendlicos (Silverstein,
1979) e N-H com os mais diversos tipos de pontes de hidrogénio. Estas bandas
sdo mais intensas nas amostras AHCN276, AHCN376 e AHCN310 e menos
intensas em AHCN7X8, AHCN10X, AHCN110 e AHCN210 (pH 10,6). Nas
amostras AHCN176 (pH 7,6), AHCN12X, AHCN112, AHCN212 e AHCN312 (pH
12,6) ndo se observam estas bandas. A diminui¢do de intensidade destas bandas
pode ser atribuida ao processo sequencial de solvéntes extratores (pH 7,6, 106 e
12,6).

A fraca banda em 3370 - 3380 cm™' pode ser também atribuida ao
estiramento de O-H fendlico (contribuicdo de OH fendlico, H,O e possivelmente N-
H, Niemeyer e colaboradores, 1992) e esta banda apresenta o mesmo
comportamento da banda em 3445 cm™'. A atribuicido deste estiramento OH de
grupos fenélicos é suportada pela banda centrada em 1260 cm™ devido ac
estiramento C-OH, caracteristica de C-OH em anel aromatico.

As vibragdes do grupo Si (O-H) ocorrem na mesma regido em que sao
observados os estiramentos dos alcoois, 3700 — 3200 cm™. Como nos alcoois, a
absorcdo caracteristica depende do grau de pontes de hidrogénio (Silverstein,
1979).
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As bandas na regido de 2930 cm™' estiramento de C-H alifatico, atribuida a
vibragio (C-H) anti-simétrico de —CH3 (Celi e colaboradores, 1996) e 2850 cm™,
que é atribuido a estiramento CH simétrico de —CH (Celi e colaboradores, 1996)
sdo mais intensas nas amostras AHCN12X, AHCN112 e AHCN312 (extragdes a
pH 12,6) indicando assim, maiores teores de componentes alifaticos na amostra e
menos intensas em AHCN7X8, AHCN176 e AHCN276 (extragdes a pH 7,6). Estes
dados estdo em concordancia com os encontrados por Niemeyer e colaboradores,
1992 e com os dados de UV-VIS deste trabalho.

As bandas a 1720 — 1700 cm™ sdo atribuidas a vibragdes v(O-C=0) de
ésteres ou vibragbes v(C=0) de cetonas (Naidja e colaboradores, 2002,
Guimaraes, 1997 e Celi e colaboradores, 1996) e 1640 - 1620 cm™ (estiramento
C=0 de grupo amida — banda de amida I, C=C de anel aromatico, deformagao
axial de C=C, C=N, absor¢ao anti-simétrica de C=0 de COOQO" e deformagao
angular de H,0) (Niemeyer e colaboradores, 1992, Baes e Bloom, 1989, Celi e
colaboradores, 1996 e Guimaraes, 1997). A banda na regido de 1630 cm™ pode
ser também indicadora do teor de matéria organica. Estas bandas sdo mais
intensas em AHCN7X8, AHCN176 e AHCN12X e menos intensas em AHCN276,
AHCN376 (extragées a pH7, 6), AHCN10X, AHCN110 AHCN210 e AHCN310
(extragdes a pH 10,6). A pH 12,6 (AHCN112, AH212 e AH312) observam-se duas
bandas largas na regido de 1650 - 1570 cm™. Esta banda é mais intensa na
amostra AHCN312, sugerindo maior teor de matéria organica extraida, indicando
assim a eficiéncia do processo sequencial de extracdo. Isto & suportado pela
pequena banda em 1510 cm~' observada nas amostras AHCN12X, AHCN112 e
AHCN212 ( pH 12,6) atribuida a C=C de anéis aromaticos e pela banda em 1384
cm™ atribuida a v(C=0) de COO-.

Sugere-se que quanto maior o pH das solugbes extratoras maior sera a
intensidade das bandas na regido de carboxilatos (1630 cm”) e menor a
intensidade nos grupos carboxilicos (COOH) na regido de 1720 cm™ devido &
dissociagao desses grupos pela crescente concentragéo de OH".

Observa-se uma banda em 1260 - 1270 cm™ (estiramento C-OH) intensa
em pH 12,6 (AHCN12X, AHCN112 e AHCN212).
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As bandas de absorcdo na regido de 1000-1200 cm™ podem ser atribuidas
ao estiramento v(C-O) de polissacarideos (carboidratos) (Stevenson e Goh, 1974,
Stevenson, 1982 e Niemeyer e ‘colaboradores, 1992) provavelmente celulose e
hemicelulose residual (Inbar e colaboradores, 1988), ou a impurezas de silicatos,
estiramento v(Si-O) (Guimar&es, 1997). Niemeyer e colaboradores, 1992, citam
que nesta regido a intensidade dos picos decresce com 0 aumento da
humificagéo.

As bandas em 1100 cm™, 1034 cm™ e 1008 cm™ atribuidas a estiramento
C-O de carboidratos e outros alcoois e ésteres (1080 cm™) e Si-O de silicatos
(1034 cm™), sdo mais intensas nas amostras AHCN7X8, AHCN276, AHCN376,
AHCN10X e AHCN310; e menos intensas nas amostras AHCN210, AHCN12X e
AHCN112. Nao se verifica esta banda em AHCH176 e AHCN212. Na amostra
AHCN110 somente se verifica a banda em 1034 cm™.

A banda em 912 cm™ é atribuida a grupos oxigenados aromaticos, tais
como éter aromatico e também é atribuida a misturas silica — silicatos — caulinitas.
Esta banda é mais intensa nas amostras AHCN7X8, AHCN276, AHCN376,
AHCN10X e AHCN310 e menos intensa nas amostras, AHCN110, AHCN210,
AHCN12X e AHCN112. Esta banda nao é verificada em AHCN176 e AHCN212.

As bandas em 800 cm™, 750 - 730 cm™, 538 cm™, 468 cm™ e 430 cm™
seguem esta mesma tendéncia.

A Tabela 32 a seguir mostra as principais bandas dos espectros de FTIR e

suas respectivas atribui¢ées.
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Tabela 32: Atribui¢gées das bandas de FTIR para AH extraidos de solo sob
campo nativo a diferentes pH de extragao

Numero de Onda (cm™)

Atribuigdes

3700

v OH (caulinita)

3700 - 3600 v Al-OH, v Fe-OH e v Si-OH (argilas)

3400 - 3300 v Al-OH, v Fe-OH (argilas) e/ou v OH (fenol, H,0),
v NH

3100 - 3070 v CH (aromatico — olefinas)

2940 — 2850 v CH (CHs e CHxde alifatico)

2630 - 2500 v OH (COOH) e/ou 2v OH (COOH)

2000 Banda de combinag¢ao C-O de carboidrato

1720-1700 v C=0 (ésteres, cetonas, COOH), v C=C
(aromatico)

1660 — 1620 v C=0 (COO’, amida I), 8 OH (H20) v C=C (anel
pmatico ou de alifatico insaturado, vC=N |

1600- 1500 v C=C (anel aroméatico) , Amida I, & CH de CHj

1400- 1300 5 CH de CH; v C=0 (COO")

1260 v CO (COOH) e v C-OH (aromatico)

1200-1000 C-C alifatico, v C-O de carboidrato, alcoois e
ésteres, Si-O-C de substancias poliméricas,
v Si-O (matéria inorganica)

1040-1020 Si-O e AI-O

938 € 912 Al-OH (caulinita)

800-750 Si-O-Al, Si-O-Fe e Al-Mg-OH de argila

640 e 550 Si-O-Al

462 Si-O-Fe
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Figura 66: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos acidos
hamicos (AH) de campo nativo extraidos a pH 7,6, isolados utilizando-se
resina XAD-8 (AH 12) e/ou liofilizados diretamente
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Figura 67: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos AH de

campo nativo extraidos a pH 10,6, isolados utilizando-se resina XAD-8 e

liofilizados diretamente

Numero de Onda (cm")
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Figura 68: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos AH de

campo nativo extraidos a pH 12,6, isolados utilizando-se resina XAD-8 e/ou
liofilizados diretamente
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Figura 69: Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos acidos

hamicos (AH) de campo nativo extraidos a pH 7,6; 10,6 e 12,6 e isolados
utilizando-se resina XAD-8 e/ou liofilizados diretamente
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4.2.1.4 AH de Campo Nativo - Analises Multivariadas

A Figura 70 a seguir mostra os espectros de FTIR dos AH de solo sob
campo nativo extraidos a pH 7,6, 10,6 e 12,6 respectivamente que foram utilizados
na PCA.

Figura 70: Espectros de FTIR de AH na regidao de 3500 - 400 cm™, pré-
processados com tratamento MSC, centrados na média e alisados em 13
pontos
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Empregando-se a analise de componentes principais (PCA) nos dados de
FTIR, observa-se nos “loadings” da Figura 71 que:

O primeiro “loading” apresenta bandas caracteristicas de matéria organica
correlacionadas negativamente com minerais (1200-1000 cm™), o que é uma
caracteristica dominante em espectros de solo;

A segunda CP apresenta correlagéo inversa entre a regiso de 1720 cm™' v
(ROC=0) de acidos carboxilicos ésteres ou vibragées v(C=0) de cetonas
(Silverstein, 1979) com a regido de 1630- 1570 cm™ de estiramento C=0 de grupo
amida — banda de amida | - C=C de aromatico, C=N, absor¢ao anti-simétrica de
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C=0 de COO" e deformacéo angular de H,O (Pain, 1996). A banda na regido de
1630 cm™ pode ser indicadora do teor de matéria organica, mas também esta
relacionada a material inorganico, em fungao da cormrelagdo positiva entre esta
banda e a regiao de 3300 - 3500 cm™ na2a CP;

A terceira CP apresenta correlagéo negativa entre a banda na regido de
1720 cm™ com a regido de 1200-1000 cm™ que pode ser atribuida ao estiramento
v(C-O) de grupos COOH (Pain, 1996), provavelmente celulose e hemicelulose
residual ou a impurezas de silicatos, estiramento v(Si-O) (Guimaraes, 1997);

O grafico dos “scores” (Figura 72) mostra que tanto a primeira como a
segunda CP separa os AH extraidos a pH 126 (AHCN112, AHCN212 e
AHCN312) dos demais, com exce¢ao da amostra AHCN276, em que na primeira
CP fica separada das demais extracdes a pH 7,6 e 10,6. Também por EPR se
observa que esta amostra AHCN276 apresenta sinal pouco intenso na regiao de
RLO (g = 2,00) e também uma banda larga nesta mesma regido devido a Fe** (g =
2). Esta amostra AHCN276 apresenta banda pouco intensa em 1720 cm™ em
relacdo a banda em 1630 cm™ (COO’), desta forma pode-se sugerir que 0s
minerais estdo ligados a estes grupos COO™ como ja citado.

Figura 71: “Loadings” para a 1%, 2% e 3° CP para os dados de FTIR dos AH, na
regido de 1900 - 400 cm™
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Figura 72: “Scores” para a 2° CP versus a 3° CP versus a 1° CP para os
dados de FTIR dos AH
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4.2.1.5 AH de Campo Nativo - Conclusdes Parciais

Verificaram-se diferengas estruturais nas amostras extraidas a diferentes
pH (7,6, 10,6 e 12,6) utiizando-se as espectroscopias de EPR e FTIR. As
amostras extraidas a pH 12,6, em especial a terceira extragdo a pH 12,6,
apresentam maior teor de matéria organica, indicando assim a eficiéncia do
processo seqiiencial de extragao em pH elevado. Isto foi observado tanto por
espectroscopia de EPR quanto de FTIR. Também por estas espectroscopias
verificou-se que comparando as amostras extraidas a mesmo pH 7,6 e 10,6,
somente as amostras das primeiras extracbées, AHCN176 e AHCN110, estavam
menos “contaminadas” por estruturas inorganicas. As amostras das segundas e
terceiras extragées a pH 7,6 (AHCN276 e AHCN376) e a pH 10,6 (AHCN210 e
AHCN310), apresentaram teores crescentes de argilas, como demonstrado pelas
absorgdes de FTIR em 3700 cm™ (estiramento de O-H livre de argilas) e 1100 cm™
(estiramento de Si-O) e de EPR emg = 4,3 e g ~ 2 (Fe** em dominios diluidos e
em dominios concentrados, respectivamente). Sugere-se que os ions Fe®'

estejam nas estruturas: linha em g = 4,3 — parcial MIS; e em g ~ 2 — total MIS, ou
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fortemente ligados a matéria organica extraida, em “bolsos” hidrofébicos, linha em
g = 4,3 — parcial MOS. Este comportamento ndo é observado a pH 12,6 onde se
verifica a melhor extragdo em termos de ndo “contaminagdo” por componentes
inorganicos. Por EPR, em 77 K identificou-se fon Cu®' ligados a grupos
oxigenados na amostra AHCN176 (primeira extragdo a pH 7,6) e ligados a grupos
com nitrogénio como atomo doador na amostras AHCN276, AHCN10X e
AHCN110. Os teores de radicais livres organicos das amostras estudadas caem
com o avango das extragdes (12 > 2% > 3%) em pH 7,6 e pH 10,6, e aumentam com
0 avango das extragées em pH 12,6.

Pelos métodos multivariados sugere-se que as amostras mais puras, em
termos de matéria organica, foram as obtidas em pH 12,6 em especial a terceira
extragdo, indicando assim a eficiéncia do processo sequencial de extragdo. Isto foi
observado tanto por espectroscopia de EPR quanto de FTIR e UV-VIS. Sugere-se
que a metodologia de extragdo usando solugdes extratores a pH 12,6 foi mais
eficiente que a pH 7,6 e 10,6 e que o uso da resina XAD-8, no isolamento de AH,

separa eficientemente contaminantes inorganicos destas fragdes.
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4.2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO - COMPARATIVO DE AH E AF DE
FLORESTA

4.2.2.1 AH e AF de Floresta

O objetivo do presente estudo foi o de isolar e caracterizar AH e AF
extraidos de solo sob floresta utilizando metodologia de extragdo sequencial ja
mencionada em “Materiais e Métodos”. O procedimento seqlencial da extragdo foi
combinado com a utilizagdo da resina XAD-8, que proporciona o fracionamento
baseado em termos de diferengas das funcionalidades &cidas, de densidade de
carga e de polaridade. Foram feitas 3 extragées a cada pH, e os AH e AF foram
caracterizados por espectroscopia de EPR. Apds, os dados foram normalizados
pela soma das intensidades e cada intensidade do espectro foi dividida por esta
soma, pré-processados com alisamento, centrados na média e tratados aplicando-
se métodos multivariados (PCA). Neste momento, além de se estudar os AH e AF
extraidos a diferentes pH, estuda-se também os AH isolados utilizando o
procedimento da resina XAD-8 e, dentre estes, o material coletado da resina XAD-
8 apds esta ter sido dessalinizada com H;O destilada antes de ser eluida ao
inverso com NaOH.

A Tabela 33 a seguir mostra os cddigos das amostras estudadas de AH e
AF de solo sob floresta extraidos a diferentes pH e isoladas utilizando a resina
XAD-8.
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Tabela 33: AH e AF de solo sob floresta extraidos a diferentes pH e isolados
utilizando a resina XAD-8.

Amostras Extracao

AFF176  Acido fulvico - floresta - 1* extracéo a pH 7,6 - XAD 8

AFF17D  Acido fulvico - floresta - 1° extragdo a pH 7,6 - dessalinizagio — XAD8

AFF237 Amdo fulvico - floresta - 2° + 3* extragdo a pH 7,6 - XAD 8

AFF110  Acido fulvico - floresta - 1* extragdo a pH 10,6 - XAD 8

AF110D Audo fulvico - floresta - 1° extragcdo a pH 10, 6 - dessalinizagdo - XAD 8

AF2310  Acido fulvico - floresta - 2° + 32 extragdo a pH 10,6 — XAD 8

AF210D  Acido fulvico - floresta - 2° + 3° extragdo a pH 10,6 - dessalinizagdo - XAD 8

AFF112  Acido fulvico - floresta - 1° extragdo a pH 12,6 — XAD 8

AF112D  Acido fulvico - floresta - 1° extragao a pH 12,6 - dessalinizagao - XAD 8

AF2312  Acido fllvico — floresta — 2* + 3% extragéio a pH 12,6 - XAD 8

AHF2376 Acido humico — floresta — 2° + 3° extragdo a pH 7,6

AHF1106 Acido humico — floresta — 1° extragdo a pH 10,6

AHF2310 Acndo hdamico - floresta — 2° + 3* extra¢éo a pH 10,6

AHF10X8 Acido humico - floresta — 1° + 2° + 32 extragdo a pH 10,6 — XAD 8

AHF10XD Acido himico — floresta — 1% + 2" + 3% extragdo a pH 10,6 — XAD 8 —
dessalinizagao

AHF1126 Acndo humico - floresta — 1* extragao apH126

AHF2312 Acndo hdmico - floresta — 2* + 3® extragdo a pH 12,6

AHF12X8 Acido humico — floresta — 1% + 2° + 3% extragdo a pH 12,6 — XAD 8

AHF12XD Acido himico — floresta — 1% + 2% + 3® extragdo a pH 12,6 — XAD 8 -
dessalinizagao

4.2.2.2 AH e AF de Floresta - Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética
Eletrénica (EPR)

As Figuras 73 e 74 mostram os espectros de EPR 77 K para as amostras
de AF e as Figuras 75 e 76 mostram os espectros de EPR em 77 K para as
amostras de AH de solo sob Floresta extraidas a pH 7,6, 10,6 e 12,6 e isoladas
utilizando a resina XAD-8.

Com relagdo aos AF tem-se que na amostra AFF176 verifica-se sinal
intenso de Cu?, tanto para o espectro paralelo quanto perpendicular, sendo este
sinal menos intenso na amostra AFF17D e AFF237. Este sinal tende a diminuir do
pH 7,6 ao pH 10,6 de extragdo e ndo se vé o mesmo a pH 12,6 devido ao intenso
sinal de Mn?*.

Verifica-se nas amostras de AF extraidas a pH 10,6 (AFF110 E AFF2310) e
na 1% extragdo a pH 12,6 (AFF112) sinal bastante intenso de Mn(H.0)s** (A = 86
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G), que pode ser melhor visualizada na figura X. Em fun¢ao do intenso sinal de
Mn2+ ndo se visualiza o sinal do RLO.

Os AF dessalinizados da resina XAD-8 a pH 10,6 ndo apresentam este
sinal intenso de Mn(H,0)s*" sugerindo-se assim que este Mn*" esta ligado a
estruturas organicas, e que este complexo AF-Mn?* foi eficientemente isolados na
resina XAD-8 (estruturas hidréfilas). Este AF, que foi coletado da resina via eluigéo
inversa com NaOH apresentou estes sinais intensos de Mn?*, enquanto que o
material que foi dessalinizado (coletado com H,0) da resina, ndo apresentou este
sinal, sugerindo assim que este Mn?" esta ligado a estruturas hidrdfilas.

A pH 12,6 observa-se este sinal de Mn®* na 12 extracdo, sendo que na
amostras dessalinizada e na 2° e 3 extragdo, vé-se sinal intenso de Cu?
- (espectros paralelo e perpendicular). Cu® (gy = 2,250; Ay = 160 G) ligado a
oxigénios de grupos organicos. '

Em todas as amostras de AF, em todos os pH, observa-se sinal de Fe> (g=
4,3), em dominios diluidos, ligado a estruturas organicas. Como ja era esperado,
este sinal € menos intenso nos AF extraidos a pH 12,6.

O sinal de radical livre organico (RLO) (g = 2,0038), de estruturas de o-
semiquinonas, é intenso nos AF extraidos a pH 10,6. Nao se pode fazer
comentérios com relagdo a este sinal a pH 12,6 em fungdo do sinal de Mn®* na
mesma regiao.

Os AF extraidos em pH 10,6 e 12,6 apresentam sinais de Mn(HZO)s2+ e
Fe® (g = 2), em dominios concentrados, ligados a estruturas inorganicas, bastante

intensos, deturpando assim o sinal de RLO (g = 2,0038).
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Figura 73: Espectros de EPR a 5000 G a 77 K de AF de Floresta extraidos a
pH 7,6, 10,6 e 12,6, isolados com o uso da resina XAD-8 e dessalinizados da

resina XAD-8
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Figura 74: Espectros de EPR a 5000 G a 77 K de AF de Floresta extraidos a
pH 7,6,10,6 e 12,6, isolados com o uso da resina XAD-8 e dessalinizados da
resina XAD-8 - detalhe da regidao de RLO
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Com relagéo ao AH extraido a pH 7,6 verifica-se uma banda larga na regiéo
de g = 2, referente a Fe* de dominios concentrados e em g = 4,3 referente a Fe**
em dominios diluidos. Esta banda larga em g = 2,0 impede a visualizagéo do sinal
de RLO (Figura 73).

A pH 10,6 também se verificam sinais de Cu?*, sendo que o mesmo tende a
aumentar com a elevagao do pH de extragdo de 10, 6 a 12,6, sugerindo assim que
este Cu®* esta fortemente ligado a material organico, neste caso, os AH, pois a pH
12,6 estes sinais ainda sao observados.

A pH 12,6 tem-se sinal intenso de RLO (g = 2,0038). Observa-se que o
sinal de RLO vai se intensificando da extragcdo a pH 10,6 para a extragdo a pH
12,6, e praticamente inexiste, a pH 7,6, ou que este sinal esta sobreposto pela
banda larga em g = 2,0 referente a Fe**. A intensidade deste sinal de RLO é maior
na extragédo a pH 12,6, seguidos dos AHF1016 e AHF12XD, sendo que nas
amostras em que os AH foram isolados via XAD-8 (AHF10X8 e AHF12X8) este

sinal € menos intenso.
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Figura 75: Espectros de EPR a 5000 G a 77 K de AH de Floresta extraidos a

pH 7,6, 10,6 e 12,6, isolados com e sem o uso da resina XAD-8 e

dessalinizados da resina XAD-8
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Figura 76: Espectros de EPR a 5000 G a 77 K de AH de Floresta extraidos a
pH 7,6, 10,6 e 12,6, isolados com e sem o uso da resina XAD-8 e
dessalinizados da resina XAD-8 — detalhe da regidao de RLO
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No geral, verifica-se que a resina XAD-8 isola as estruturas organicas
hidrofilicas, como esperado, mas carregada de ions metalicos, como Fe* e Mn?",
0 que e demonstrado pela primeira vez, neste trabalho, com a utilizacdo de

espectroscopia de EPR.

4.2.2.3. AH e AF de Floresta - Analises Multivariadas

Ao se comparar os AF e AH observam-se que nos AH o sinal de RLO é
mais intenso e que nos AH ndo se tem o sinal intenso de Mn?* verificado em
alguns AF.

A Figura 77 mostra os “loadings” para a 1%, 2%, 3% e 4* CP para os dados de
EPR dos AF. A Figura 78 mostra os mesmos “loadings” expandidos na regido de
g=2 (RLO, Mn?* e Cu?").

Nos 1° e 4° “loading” (Figura 77 e 78) ha correlagio positiva entre os sinais
de Fe* (g = 4,3) e os sinais de Mn?*. Esta correlagdo & verificada em fungo de
que, apesar dos dois sinais estarem invertidos no eixo, os dois estdo no mesmo
sentido. Enquanto que no 2° e 3° “loading” ha correlagio negativa entre os sinais
de Fe* e os sinais de Mn®". Isto sugere que os ions Fe* de dominios diluidos
estao ligados a estruturas organicas, enquanto que os ions Mn?* estdo distribuidos
entre estruturas organicas e inorganicas. O 2° "loading” confirma mais claramente
esta idéia, através da correlagdo direta entre o sinal de Fe*" e o sinal de Cu®*, um
ion tipico de estruturas organicas, e inversa ao sinal de Mn?*, tipico de estruturas

inorgéanicas.
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Figura 77. “Loadings” para a 1%, 2%, 3% e 4° CP para os dados de EPR dos AF
de Floresta
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Figura 78: “Loadings” para a 1°, 2%, 3° e 4° CP para os dados de EPR dos AF
de Floresta — detalhe da regidao de RLO
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A Figura 79 mostra os “scores” para a 1 2° 3" e 4 CP para os dados de
EPR dos AF.

A 12 componente principal (CP) explica ~ 75 % da variancia total dos dados.
A 1% e a 2% CP explicam ~ 86 % da variancia total dos dados. A 1a~CP separa 0s
AF extraidos a pH 7,6 dos demais extraidos a pH 10,6 e 12,6.

Observa-se que a 1* CP separa os AF obtidos das 1as extragdes a pH 10,6
e 12,6 das demais. A 2° CP separa a amostra AFF176 (1? extragéo a pH 7,6) das
demais. Sugere-se que esta forma de agrupamento se deve em fungdo dos pH
extratores. O sinal de RLO é menor no AF176 e maior nos AF extraidos a pH 10,6
e 12,6. As demais amostras est&o agrupadas em fungdo do sinal de Mn?".

Outro fator que auxilia neste tipo de agrupamento é que nestas amostras,
AFF176, AFF110 e AFF112 houve a adi¢ado de pirofosfato de sddio.

Figura 79: “Scores” para a 1° CP versus a 2° CP (A), paraa 1 CP e 3* CP (B)
e para a 2° CP e 3 CP (C) para os dados de EPR dos AF
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(B) Scores for PC# 1 versus PC# 3
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A Figura 80 mostra os “loadings” para a 1, 2% 3%e 4° CP para os dados de

EPR dos AH. A Figura 81 mostra os mesmos “loadings” expandidos na regido de
g=2 (RLO, Mn?** e Cu®").

Também na PCA para os dados de AH tém-se que:
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Os “loadings” das quatro primeiras CP contém as caracteristicas espectrais
relevantes para a série de dados, sinais tipicos de Fe** em g = 4,3 e g = 2, sinais
de Cu (Cu paralelo - Cu; com gy = 2,250 e A = 160 e Cu perpendicular - Cu; com
g, =2,05) e RLO.

Os sinais de Fe** em g = 4,3 Cu®", paralelo e perpendicular, e de RLO
estdo correlacionados positivamente na 1? CP.

Na 22 CP ha correlagéo positiva dos sinais de Cu®** e RLO, ambos est3o na
matéria organica, e correlagao negativa com o sinal de Fe** em dominios diluidos,
sugerindo que parte dos ions Fe*, neste caso dos AH, esta na matéria inorganica.

Figura 80: “Loadings” para a 1%, 2° e 3° CP para os dados de EPR dos AH de
Floresta
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Figura 81: “Loadings” para a 1%, 2° 3" e 4* CP para os dados de EPR dos AH
de Floresta — detalhe da regido de RLO
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A Figura 82 mostra os “scores” para a 1%, 2% e 3% CP para os dados de EPR
dos AH.

A 12 componente principal (CP) nao diferenciou as diferentes amostras.

A 22 CP separou os AH extraidos a pH 12,6 dos demais.

Na 3% CP observa-se a separagao da amostra AHF2312 da AHF12XD e
AHF12X8, isto &, separa a amostra apenas extraida sem o uso da resina XAD-8
no isolamento do material das amostras isoladas utilizando-se a resina XAD-8.
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Figura 82: “Scores” para a 1° CP versus a 2° CP (A), para a 1% CP e 3 CP (B)
e para a 2° CP versus a 3% CP (C) para os dados de EPR dos AH
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(C)

X 10* Scores for PC# 2 versus PC# 3
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4.2.2.4. AH e AF de Floresta -~ Conclusdes Parciais

Ha diferencas entre AF e AH que s3o observadas através da presencga e a
intensidade dos sinais de Mn?*, Cu®*, Fe* e RLO.

Os AH apresentaram sinais de RLO mais intensos que os AF.

Os sinais de Mn?* sdo mais intensos em AF, ndo aparecendo em AH.
Sugere-se assim que este Mn®" esta ligado a estruturas facilmente extraiveis, pois
os AF sao soluveis em toda faixa de pH.

Os AH que nado foram eluidos na XAD-8 apresentaram sinal mais intenso de
RLO que os eluidos na mesma.

Os materiais dessalinizados das amostras de AH a pH 106 e 12,6
apresentaram sinal de Fe** em g=4,3 mais intenso que os AH eluidos da resina
com NaOH.

Aplicando-se a analise de componentes principais aos dados de EPR de
AH e AF observou-se através dos graficos de “loadings” que os ions metalicos

(Mn**, Cu®, Fe**), bem como o sinal de RLO, verificados nos espectros de EPR a
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77 K, estdo ligados tanto a estruturas organicas como inorganicas presentes nos
AF e AH extraidos do solo sob Floresta.

Aplicando-se a analise de componentes principais aos dados de EPR dos
AF e AH extraidos de solo sob Floresta, observou-se através dos graficos de
“scores” a separagdo dos mesmos em fungdo do pH da extfagéo; a separagéo do
AH extraido a pH 12,6 e liofilizado diretamente (AHF2312) das amostras AHF12X8
e AHF12XD (AH extraido a pH 12,6 e isolado utilizando a resina XAD-8 e o
material dessalinizado da resina XAD-8).

Esta forma de interpretacdo dos dados é nova na drea de substancias
humicas e vém a confirmar que os ions metalicos em questéo estdo ligados tanto

a estruturas organicas quanto inorganicas nos AH e AF estudados.
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4.2.3.RESULTADOS E DISCUSSAO - NOVA METODOLOGIA DE
CARACTERIZAGAO DE SH DE SOLO - PLS APLICADO AS ANALISES
DE DRIFT E EPR “VERSUS” NMR

Os espectros de DRIFT e EPR dos diferentes AH e AF HAF7 (acido hdmico
de solo sob floresta extraido a pH 7,6), HAF12 (acido humico de solo sob floresta
extraido a pH 12,6), FALT12 (4cido fulvico de solo sob plantio direto extraido a pH
12,6), HALT12 (acido humico de solo sob plantio direto extraido a pH 12,6),
HANF7 (acido humico de solo sob campo nativo extraido a pH 7,6), HANF12
(acido humico de solo sob campo nativo extraido a pH 12,6) sdo mostrados na
Figura 83 e 84.

4.2.3.1 Nova Metodologia de Caracterizagdo de SH de Solo (PLS aplicado as
analises de DRIFT e EPR “versus” NMR) - Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (IVTF) por Reflectancia Difusa (DRIFT)

A interpretacdo dos espectros de DRIFT esta de acordo com espectros de
amostras de solo, humus e AH previamente publicados (Mangrich, 2002). A regido
do infravermelho préximo (NIR) contém informagdes relacionadas a proporgdes
relativas a ligagoes de C-H, N-H, O-H, C-O, presentes em moléculas organicas ou
minerais associados ac material organico. Os espectros no infravermelho préximo
apresentam bandas largas na regido em 5300 - 5000 cm™, referentes ao segundo
sobretom (3 v de —C=0 de COOH), e/ou banda de combinag¢do de O-H, v + d),
regido de 4610 cm™ (3 v de C=C de aromaticos), 4370 cm™ (3 & de CH, e CHs3),
4000 cm™ (2 v de CH3) (Mangrich, 2002) (Figura 83).

Na regido no infravermelho médio, os espectros apresentam bandas em
3695 cm—1 (v O-H de argila ou OH de fenol, ambos sem ponte de H). A amostra
HANF7 apresenta bandas em 3671 cm™, 3647 cm™, 3618 cm™, 3527 cm™ e 3446
cm™' todas referentes as vibragdes de E-O-H de argilas. O estiramento NH de
aminas ou amidas e OH de H,O também podem contribuir para a absorbancia
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nesta regido. O alargamento das bandas sugere multiplicidade destes tipos de
ligagdes, com possiveis pontes de H, de diferentes grandezas (Figura 83).

Figura 83: Espectros no infravermelho por reflectancia difusa com
transformada de Fourier (DRIFT) de AH e AF extraidos a pH 7,6 e pH 12,6, na
regido de 6500 - 400 cm™, pré-processados com alisamento, com correc¢ao

do fator multiplicativo (MSC) e centrados na média
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6000 5000 4000 3000 2000 1000
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As vibragdes de deformagao angulares E-O-H também sao verificadas em
800 cm™' e 750 cm™, verificado na amostra HANF7, (pH = 7,6) o que é esperado
nesta extracao. O teor de minerais € maior quando comparado as extragdes a pH
10,6 e 12,6.

As bandas em 2950 cm™ (assimétrico) e 2850 cm™ (simétrico) sao devido a
C-H de estruturas alifaticas. Estas bandas sdo mais intensas nos AH extraidos a
pH 12,6.

As vibragdes na regido de 2500 cm™', 1725 cm™ e 1250 cm™ atribuidas ao
grupo COOH também sao mais intensas nos AH extraidos a pH 12,6.
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A vibragéo na regido de 1720 cm™ também pode ser atribuida a v(C=0) de
cetonas (GUIMARAES, 1997). A banda em 1720 cm™ aparece em todas as
amostras com exdegéo de HANF7. Na amostra HANF 12, esta banda parece estar
deslocada para a regido de 1660 cm™ ou entdo esta amostra apresenta apenas
banda em 1660 cm™ e ndo em 1720 cm™.

A banda larga em 1660 cm™ também pode ser atribuida ao estiramento
C=0 de grupos amida (Rumpel, 2001). As bandas em 1600 cm™ (em HANF7) e
1475 - 1450 cm™ sdo atribuidas & deformagao angular de C-H alifaticos (Rumpel,
2001).

A vibragdo em 1625 cm™, atribuida a C=C de aromatico efou a C=0 de -
COO-, possivelmente coordenado com metais, e a v(C=0) ligado a H ou v(C = O)
de grupo amida — amida I, em FANF 12 (Pereira, 2000).

As bandas em 2182, 2130 e 2080 cm™, atribuidas a quartzo, aparecem
apenas em FALT12 (Janick, 1995). Sugere-se que estes minerais se ligam mais
as fragbes organicas de tamanhos moleculares menores, como no caso de AF. A
banda larga na regido de 2000 cm™ é atribuida a bandas de combinagio de
carboidrato (2 v de C-0O) (Janick, 1995) (Figura 83).

A banda larga em 1400 cm™' mais intensa em HANF, é atribuida a
deformagéo angular de C-O-H e estiramento C-O de fendlicos e deformagéo C-C-
H de CH; e CH3 (Rumpel, 2001).

A vibragdo em 1260 cm™ (atribuicdo ao estiramento - C-OH de alifaticos e,
como ja citado, deformagao C-O-H de COOH -Rumpel, 2001), € mais intensa nos
AH a pH 12.

Em 1100 - 1000 cm”, a vibragdo é atribuida também ao v (C-O) de

polissacarideos (carboidratos) ou v Si - O (Pereira, 2000) (Figura 83).
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4.2.3.2 Nova Metodologia de Caracterizacao de SH de Solo (PLS aplicado as
analises de DRIFT e EPR “versus” NMR) - Espectroscopia de Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (EPR)

Os espectros de EPR das amostras de AH e AF (77 K) em 5000 G, a 77 K,
sdo mostrados na Figura 84 a seguir bem como os valores de radical livre
organico (RLO) sdo mostrados na Tabela 34 a seguir.

Figura 84: Espectros de EPR a 77 K (0 - 5000 G) de AH e AF extraidos a pH
7,6 e 12,6, pré-processados com normalizagado e centrados na média

7] —— haf7
—— haf12
— falt12
halt12
hanf7
— hanf12

T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Campo Magnético (G)
TABELA 34: Valores de RLO em niimero de spins g~ dos AH e AF estudados

Amostra RLO (spin/g)

HAF7 4.99 e+16

HAF12 5.22 e+16

FALT12 1.90 e+14
HALT12 6.00 e+16

HANF7 1.11 e+17
HANF 12 4.32 e+16

* O cdlculo de RLO na amostra HANF 7 esta comprometido em fungédo da presenca de outros sinais (ions Fe * eMn*) na
mesma regido de RLO.
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Todos os espectros apresentaram linha fina na regido de g = 2,00 tipica de
radical livre organico (RLO). As amostras HANF7 e FALT12 apresentaram sinal
menos intenso nesta regido quando comparado com os AH extraidos a pH12,6.
Estes dados estdo em conformidade com os teores de RLO (Tabela 34). A linha
larga de absorgdo centrada em g = 2,0, corresponde a interagdes magnéticas de
“exchange”. Estas linhas largas ocorrem devido a presengca de metais
paramagnéticos como 6xidos de ferro que absorvem na mesma regido de campo
magnético (Mangrich e colaboradores, 1998, Guimaraes e colaboradores, 2001).
Os espectros de EPR para os AH sugerem que a origem destas linhas largas seja
devida a alta concentragdo de ions Fe® (tipico de solos brasileiros) como dxidos
de ferro (Guimaraes e colaboradores, 2001). Desta forma, nas amostras HAF7,
HANF7 e FALT12, que apresentaram sinal pouco intenso de RLO, pode-se sugerir
que este sinal esteja "sob" o sinal intenso de Fe** em g=2,0 (linha larga nesta
regido). Por outro lado, ions paramagnéticos como Mn**, Fe® e Cu? diminuem a
intensidade dos sinais de RLO (Novotny e Martin-Neto, 2002). A amostra FALT12
foi a que apresentou sinais mais evidentes do ion Mn®'. Todas as amostras
mostraram evidéncia de Fe® (S = 5/2) complexado em estrutura de coordenacao
rombica (g = 4,3) (Lombardi, 2001). Com exceg¢éo dos AH extraidos a pH 7,6, as
demais amostras apresentaram sinal intenso de ions Cu®* em simetria axial
{Guimaraes, 2001) (Figura 84).

4.2.3.3 Nova Metodologia de Caracterizagdo de SH de Solo (PLS aplicado as
analises de DRIFT e EPR “versus” NMR) - Espectroscopia de ressonéncia
magnética nuclear de **C com polarizagao cruzada e rotagio em torno do
angulo magico (*C CPMAS NMR)

A Figura 85 a seguir mostra os espectros de '>*C CPMAS NMR para as
amostras de AH e AF de solo sob Floresta, Plantio Direto e Campo Nativo
extraidos a diferentes pH.

Com relagdo aos espectros de NMR de *C para as fracoes AH e AF

isoladas a pH 7,6 e 12,6 de solo sob floresta, plantio direto e campo nativo, os
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espectros mostram que ha diferencas entre AH e AF isolados a pH 126, e
diferengas entre os AH isolados a pH 7,6 e 12,6. Os espectros para AH extraidos
de solo sob plantio direto e campo nativo apresentam ressonancia consideravel na
regido de aromaticos (110-142 ppm) e evidéncia de ressonancia para a regido de
aromaticas-CO (140-160 ppm). Ha ressonancia nas regides de:

(a) grupos metoxilas (55 ppm), em especial para AH extraido a pH 12,6 de
solo sob floresta (HAF12) e plantio direto (HALT12) e no AH extraido a pH 7,6 de
solo sob campo nativo (HANF7), provavelmente derivados de estruturas de
ligninas;

(b) hidrocarbonetos alifaticos (0-40 ppm), com exce¢ao de AF extraido a pH
12,6 de solo sob floresta (FALT);

(c) carboidratos (62-90 ppm), exceto para o AH extraido a pH 7,6 de floresta
(HAF7);

(d) C anoméricos em especial nos AF e AH isolados de campo nativo e de
plantio direto;

(e) grupos carboxilas (160-180 ppm), que sdo similares para todas as
amostras de AF e AH.

Ha sobreposi¢cdo nas regides de ressonancia de aromaticos e C anoméricos
nos AH de floresta.

A Tabela 35 a seguir mostra as areas integradas dos espectros de '°C
CPMAS NMR de AF e AH extraidos de solo sob manejo de campo nativo, plantio

direto e floresta.
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Figura 85: Espectros de ressonancia magnética nuclear de *C com
polarizagdo cruzada e rotagdo em torno do angulo magico (*C CPMAS NMR)
para os AH e AF extraidos de solos de Floresta, Plantio Direto e Campo
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AH pH 12,6

AH pH 7,6
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200 100 0 ppm

AH pH 12,6
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Tabela 35: Atribuigées quimicas do deslocamento (ppm) para as principais
regides dos espectros de >C CPMAS NMR e sua abundancia relativa (%)
para as amostras de AH e AF extraidas a pH 7,6 e 12,6

Amostras %carbo %COOH/ %aromati %aroma %grupos %carboi %meto %alifati
nila  CON 155- cos-C-O ticos anomé dratos xilas/Aa cos

185- 185 142-155 110-142 ricos 90- 62-90 44-62 0-44

220* 110
HAF7 3,44 14,19 9,97 14,89 10,96 16,03 13,09 17.44
HAF12 2,74 14,70 7,47 17,89 7,53 18,95 13,49 17,22
FALT12 3,24 16,80 5,79 20,24 6,83 19,84 10,35 16,92
HALT12 2,60 13,29 7,54 20,69 7,20 17.48 13,80 17,40
HANF7 2,37 16,09 5,16 15,49 7.21 22,45 9,80 21,43
HANF12 2,74 12,02 8,09 17,60 6,38 18,35 12,78 22,05

Unidade: ppm

O método dos minimos quadrados parciais (PLS) foi aplicado como método
de regressao e na avaliagdo das correlagGes entre os espectros de EPR e DRIFT
(matriz X), com os dados de °C CPMAS NMR {[(abundancia relativa (%) das
atribuigées quimicas do deslocamento (ppm) para as regides de ressonancia de
3C CPMAS NMR citadas na Tabela 35 (matriz Y)] nas amostras AH e AF
extraidas a pH 7,6 e 12,6 sob diferentes manejos). O método PLS gera vetores
‘loadings” que explicam a variancia qualitativa nos dados independentes, neste
caso como os dados de '*C CPMAS NMR se correlacionam, positivamente ou
negativamente, com os dados espectrais (espectroscopias de EPR e DRIFT)
(Rumpel, 2001). Qualitativamente, o método PLS também foi usado como método
de regressao, para a construgdo de modelo de validagdo de uso de DRIFT e EPR
na obtencdo de determinacdo de grupos funcionais orgénicos determinados
normalmente por NMR. No caso de solos brasileiros esta metodologia sera
importante, pois a analise de *C CPMAS NMR, para amostras soélidas, nem
sempre é possivel devido & excessiva quantidade de material magnético,
principalmente Fe*. Os espectros que compuseram a matriz X de dados, tanto
para os dados de EPR como de DRIFT, sdo das amostras descritas no inicio
deste capitulo, HAF7, HAF12, FALT12, HALT12, HANF7 e HANF12.
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4.2.3.4 Nova Metodologia de Caracterizagdo de SH de Solo (PLS aplicado as
andlises de DRIFT e EPR “versus” NMR) - Andlises Multivariadas

Com os dados das anédlises de C NMR, foram feitos graficos de
correlagbes entre os valores reais de percentagens de grupos funcionais
organicos determinados por espectroscopia de NMR de '*C e os valores previstos
através dos espectros de EPR e de DRIFT. A Tabela 36 mostra os coeficientes de
correlagdes lineares desses graficos para cada espectroscopia e cada grupo
funcional orgéanico das SH estudadas. Como observado na Tabela 36, as
previsbes entre o valor real e o valor estimado pelo modelo PLS das % dos
grupamentos. de NMR sdo boas. Sugerindo assim que a metodologia aqui
proposta é coerente quando o objetivo é utilizar as espectroscopias de DRIFT e
EPR como base na obten¢do de dados de grupamentos funcionais ovrfgénicos,
como os determinados por NMR de C. As correlagdes usando o modelo PLS
com 3 VL, e espectros de DRIFT e EPR (matriz X) para os grupamentos
aromaticos, alifaticos e COOH/CON s&o também verificados nas Figuras 86 e 87 a

seqguir.

Tabela 36: Correlagao linear (R) entre os valores previstos dos grupamentos
de *C NMR, gelo modelo PLS, com trés variaveis latentes e os valores reais

obtidos por “C NMR (% de grupamentos).

Abundancia relativa (%) EPR(R) DRIFT (R)

% alifaticos (0-44ppm) 0.8918 0.9982

% metoxilas/Aa (44-62ppm) 0.9978 0.9652

% carboidratos (62-90ppm) 0.9926 0.9784

% grupos anomeéricos (80-110ppm) 0.9963 0.9676

% Aromaticos (110-142ppm) 0.9975 0.9990

% Aromatico C-O (142-155) ppm 0.9865 0.8630

% -COOH/CON (155-185ppm) 0.9969 0.9570

% carbonilas (185-220ppm) 0.9856 0.9827
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Figura 86: Correlagao linear (R) entre os valores previstos dos grupamentos
de C NMR, pelo modelo PLS (matriz X — DRIFT) , com trés variaveis latentes

e os valores reais obtidos por *C NMR (% de grupamentos alifaticos - A,
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Figura 87: Correlagdo linear (R) entre os valores previstos dos grupamentos

de PC NMR, pelo modelo PLS (matriz X — EPR), com trés variaveis latentes e

(A)

(C)

os valores reais obtidos por 3C NMR (% de grupamentos alifaticos - A,
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Em razdo da alta cormrelagdo obtida, pode-se sugerir o uso das
espectroscopias de EPR e/ou DRIFT na obtencdo de dados de '*C NMR na falta
deste equipamento, ou na impossibilidade de obtengéo dos espectros.

A Figura 88 a seguir mostra os trés primeiros “loadings”, obtidos pelo
modelo PLS, utilizando os espectros de DRIFT e os dados dos grupamentos
aromaticos de NMR.

Figura 88: "Loadings” da 1, 2 e 3° variavel latente (VL), para o modelo PLS,
dos dados de NMR [(abundancia relativa (%) para as regides de ressonancia
de grupos aromaticos nos espectros de 3C NMR)] e espectros de DRIFT das
amostras de acidos humicos (AH) e acidos falvicos (AF) extraidos de solos

sob diferentes manejos
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Regides importantes, que se correlacionam mais intensamente, com este
grupamento s3o: 5150 cm™' devido a v + 6 de OH, 3 v de -C=0O de COOH
(Mangrich, 2002), v de CH alifaticos em 2850 - 2920 cm™ (apenas na 3% VL), 2 v
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de C-O de COOH (2 X 1250 cm-1) em 2500 cm™', v de C=0 de COOH em 1750
cm™.

O “loading” da 1% VL contribui com 78% da variancia de Y (*C NMR) e as
maiores correlagdes se devem as bandas nas regides de 5150 cm™ e regido de
4000 - 3500 cm™, seguida das bandas em 2500 cm™ e 1720 cm™'. Na 1? VL se
observa correlagdo positiva entre os grupamentos com as bandas na regido de
2500 cm™, 1720 cm™ e 1270 cm™ devida a grupos carboxilicos. Ha correlagdo
negativa de grupos aromaticos com as bandas em: 5150 cm™ devido a v + 8 de
O-H elou 3 v de -C=0 de COOH, 3697 cm™' devido a v de OH livre de ligagdes de
H de argilas (principaimente) e 2190 a 2090 cm™ referentes a absorgao de Si-O (2
v) de quartzo. Estas correlagbes negativas entre grupos aromaticos e regides de
argilas e quartzo sugerem que ndo ha correlagdo positiva entre grupos aromaticos
e materiais inorganicos nas amostras estudadas. Isto estd de acordo com os
dados do PLS (EPR X NMR) onde h& correlacdo negativa entre ions Fe®* em
dominios diluidos (g = 4,3) e estruturas aromaticas determinadas por
espectroscopia de NMR.

Na 22 VL ha correlagéo positiva com as bandas em 5150 cm™ (que também
é observado na 3% VL), com as bandas de COOH em 2500 cm™ e em 1250 cm™".
Isto indica que parte da absorgdo em 5150 cm™ agora é devida a 3 v de -C=0 de
COOH. Nesta 2° VL ha correlagio negativa com as bandas em 2920 cm™ e 2850
cm™' (CH3/CH, — alifaticos) e 1630 cm™.

A 3% VL contribui com apenas 2,5 % da varianciaem X e 0,8 % em Y e ha
correlagdo positiva entre a banda em 5150 cm™ e a banda larga entre 3000 e
3500 cm™, sugerindo novamente que a banda em NIR é, em parte, devidaa v + &
de OH de fenbis.

Conclui-se desta andlise que grande parte dos grupos carboxilicos estéo
em estruturas aromaticas, que carregam, também grupos OH fendlicos.

A Figura 89 a seguir mostra os trés priméiros “loadings” obtidos pelo
modelo PLS, utilizando os espectros de DRIFT e os dados dos grupamentos

COOH/CON de 'C NMR.
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Figura 89: “Loadings” da 1?, 2* e 3® variavel latente (VL) para o modelo PLS,
com os dados de NMR [(abundancia relativa (%) para as regioes de
ressonancia de grupos COOH/CON nos espectros de °C NMR)] e os

espectros de DRIFT dos acidos humicos (AH) e acidos filvicos (AF) de solos
sob diferentes manejos
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Regiées importantes, que se correlacionam mais intensamente, com este
grupamento s3o: 5150 cm™, argilas 4000- 3500 cm™, 4500 — 3500 cm™', CH4/CH;
de estruturas alifaticos, 2500 cm™', quartzo (2190 cm™ a 2090 cm™), ~ 1750 cm™,
1000 cm™.

O “loading” da 1% VL contribui com 87% das informagées de X (DRIFT) e a
2% VL contribui com 61% da variancia de Y (NMR).

As maiores correlagées entre grupos COOH/CON e os dados de DRIFT se
devem as bandas nas regides de 1730 cm™, para a 1° VL e as bandas em 5150
cm™', 4000-3500 cm™ (argilas), 2920 cm™ e 2850 cm™' (alifaticos) e 1730 cm™
(COOH) para a 22 VL, respectivamente.

Aqui também a 1% e a 2° VL sdo as mais importantes. Na 1% VL ha
correlagdo positiva entre os grupamentos COOH/CON com as bandas na regiao
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de 5150 cm™, 3720 — 3650 cm™, 2500 cm™, 1980 cm™, 1800 cm™, 1180 cm™ e
943 cm™'. Nesta mesma 12 VL ha correlagao negativa com as bandas em 2930
cm™ e 2850 cm™ (C-H de alifaticos) e 1650 cm™ (C=0 de COOQ"). Sugere-se
assim que os grupos COOH/CON estdo em estruturas arométicas e ndo em
alifaticas.

Na 2 VL ha correlagao positiva com as bandas em 4490 cm™, 3620 cm™,
2500 cm™ e 1800 cm™; e correlagdo negativa com as bandas em 5150 cm™', 2930
cm™' e 2850 cm™ (CHa/CH;, alifaticos), regido de quartzo e 1670 cm™.

Na 3% VL ha correlagdo positiva com as bandas em 5150 cm™, 3730 cm™,
2930 cm™ e 2850 cm™ (alifaticos), regido de quartzo, 1800 cm™ e 1385 cm™. Na
1% e na 2% VL ha correlagao positiva com 1780 cm™ e negativa com 1650 cm™.

Na regido de 1720 cm™ se observa correlagdo positiva com grupos COOH
e, na regido de 1660 cm™, correlagdo négativa com grupos COQO™ (Figura 89).

A Figura 90 a seguir mostra os trés primeiros “loadings” obtidos pelo
modelo PLS, utilizando os espectros de DRIFT e os dados dos grupamentos
alifaticos de NMR.

A 17 VL, explica cerca de 90 % da variancia da matriz X (espectros de
DRIFT) e ~ 80 % da variancia da matriz Y (espectros de NMR de '°C). Verifica-se
correlagdo inversa entre as absorcdes em 5150 cm™ (v + & de OH, 3 v de —-C=0
de COOH), em 2500 cm™ (2 v de C-O de COOH (2 X 1250 cm™), em 1750 cm™ (v
de C=0 de COOH) e v de CH alifaticos em 2850 - 2930 cm™ que, como se
esperaria, estd em correlagdo positiva com a variavel Y (absor¢do de grupos
alifaticos em NMR de '°C).
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Figura 90: “Loadings” da 1, 2° e 3° variavel latente (VL) para o modelo PLS,
com os dados de NMR [(abundancia relativa (%) para as regioes de
ressonancia de grupos alifaticos nos espectros de >*C NMR)] e os espectros
de DRIFT dos acidos hiimicos (AH) e acidos fulvicos (AF) de solos sob
diferentes manejos
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Nas 2% e 3% VL, de menores importancias, ha correlagdes negativas entre as
variaveis X (2920 e 2850 cm™, para v de CH de alifaticos) e a variavel Y (absorgdo
de NMR de °C para alifaticos). Isto sugere modificagdes de regido de absor¢zo de
alifaticos em NMR, muito mais sensivel a grupos vizinhos, que as absorgdes por
DRIFT. Nas trés VL ha correlagdes inversas entre as absorgdes para v de CH
alifaticos e as de v para estruturas inorganicas (3700 a 3500 cm™, v OH, 2 v de Si-
O, em tomo de 2000 cm™' e v de Si-O, em tomo de 1100 cm™). Estas observagées
sugerem pouca interagdo entre estruturas alifaticas e estruturas inorganicas nos
solos estudados (Figura 90).

O mesmo tipo de andlise aqui apresentada para grupos aromaticos,
COOH/CON e grupos alifaticos, por DRIFT e NMR de '°C, foram feitas para
grupos metoxilas, carboidratos, carbonos anomeéricos, aromaticos-CO, grupos
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carboxilicos/amidas e carbonilas. Todos os grupos funcionais foram considerados
na validacdo do método, conforme apresentado na Tabela dos coeficientes de
correlagdes lineares, para as espectroscopias de DRIFT e EPR (Tabela 36).

As Figuras 91, 92 e 93 a seguir descrevem os trés primeiros “loadings” para
os espectros de EPR e para os dados dos grupamentos medidos pela
espectroscopia de '°C NMR de NMR.

Nestas correlagbes entre percentagens de grupos funcionais organicos
determinados nos espectros de NMR (matriz Y) e as intensidades dos espectros
de EPR (matriz X), as correlagdes mais importantes se devem as intensidades nas
regides de Fe®*" em dominios diluidos (g = 4,3; 9,0), ligado a estruturas organicas,
Fe®* em dominios concentrados (g = 2,0), Cu® ligado a grupos oxigenados e
nitrogenados, ambos orgéanicos, e radical livre organico (RLO) em g = 2,0038, de
estruturas de o - semiquinonas (Figura 25, 26 e 27). Estes sinais sao
caracteristicos das interages inorganicos — organicos de SH de solo.

Figura 91: “Loadings” da 1°, 2° e 3° variavel latente (VL) para o modelo PLS,
com os dados de NMR [(abundancia relativa (%) para as regides de
ressonancia de grupos aromaticos nos espectros de >*C NMR)] e espectros
de EPR (0 - 5000 G — A e ~ 2000 - 3500 G - B) dos acidos humicos (AH) e
acidos fulvicos (AF) de solo sob diferentes manejos
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No caso de grupos aromaticos tem-se que, para a 1° variavel latente (VL), o
modelo PLS explicou 43% da variancia total dos dados da matriz X (EPR) e 75 %
dos dados da matriz Y (NMR). Para os dados em X, a 1% ;2% e 3 VL explicam 95
% da variancia dos dados e para os dados da matriz Y, da 1% a 4% VL explicam 99
% da variancia dos dados.

Na 1% VL o sinal de RLO é bastante intenso, sugerindo a presenga de
grupos catecois nestas estruturas organicas. Nas 12 e 3% VL ha correlagéo positiva
entre sinais de RLO e o sinal de Cu**, o que indica a ligagdo deste ion com grupos
doadores da estrutura organica aromatica. Nas 2° e 3% VL ha correlagao positiva
do sinal de Fe** em dominios diluidos (g = 4,3, 9,0) e o sinal de RLO. Ha
correlagdo negativa entre o sinal de RLO e o sinal de Mn®*, na 2% e 3% VL,
sugerindo assim que este ion ndo esta ligado as mesmas estruturas organicas que
o RLO (Figura 91).

A Figura 92 a seguir mostra os trés primeiros “loadings” obtidos pelo
modelo PLS, utilizando os espectros de EPR e os dados dos grupamentos
COOH/CON de °C NMR.
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Figura 92: “Loadings” da 1%, 2° e 3* variavel latente (VL) para o modelo PLS,

com os dados de NMR [(abundancia relativa (%) para as regides de

ressonancia de grupos COOH/CON nos espectros de **C NMR)] e espectros
de EPR (0 - 5000 G — A e ~ 2000 - 3500 G - B) dos acidos humicos (AH) e
acidos fiulvicos (AF) de solo sob diferentes manejos.
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No caso das percentagens de grupos carboxilicos/amidas, tem-se que para
as 1%, 2% e 37 VL, o modelo PLS explicou 96% da variancia total dos dados para a
matriz X (EPR) e 92 % dos dados da matriz Y (NMR).

A 12 VL correlaciona positivamente o sinal de Fe** em dominios diluidos (g
= 4,3) com os grupos COOH/CON, e negativamente com o sinal de RLO. Isto
sugere a complexacdo destes Fe®* com grupos catecolatos, consumindo o-
semiquinonas (RLO) para isto.

Com excegdo da 1% VL, as demais apresentaram correlagdo negativa entre
grupos COOH/CON com o sinal de Fe** em dominios diluidos (g = 4,3), sugerindo,
agora, a complexagdo de Fe*" com grupos COO". Ha cormrelagdo positiva do sinal
de Mn? nas 3 VL com os grupos COOH/CON, e negativa entre o RLO e o Mn?*.
(Figura 92).

A Figura 93 a seguir mostra os trés primeiros “loadings” obtidos pelo
modelo PLS, utilizando os espectros de EPR e os dados dos grupamentos
alifaticos de °C NMR.

Figura 93: “Loadings” da 1°, 2 e 3” variavel latente (VL) para o modelo PLS,
com os dados de NMR [(abundancia relativa (%) para as regides de
ressonancia de grupos alifaticos nos espectros de *C NMR)] e espectros de
EPR (0 - 5000 G - A e ~ 2000 — 3500 G - B) dos acidos humicos (AH) e acidos
fulvicos (AF) de solo sob diferentes manejos
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Para grupos alifaticos, se observa que para a 1* VL, o modelo PLS explicou
44% da variancia total dos dados da matriz X (EPR) e 37 % dos dados da matriz Y
(NMR). Para os dados em X, a 1%, 2% e 3° VL explicam 90 % da variancia dos
dados e para os dados da matriz Y, da 1% a 4® VL explicam 80 % da variancia dos
dados.

Na 1% VL ha uma correlagdo negativa entre grupos alifaticos com o sinal de
RLO, Cu** e Fe*" em g = 4,3. No caso de grupos alifaticos tem-se que o sinal de
RLO é intenso nas 3 VL, porém, ao contrario do que ocorria com as estruturas
aromaticas, agora a 1? VL apresenta cormrelagées da linha de RLO (linha fina em ~
3400 G), de Cu?* (linha um pouco mais larga em ~ 3300 G) e de Fe** (g = 4,3,
1500 G) positivas entre elas, mas negativas com relagao a variavel Y.

Na 2% VL RLO e Cu* apresentam correlagdes positivas entre suas linhas e
a variavel Y, mas negativas com relagao a linha de Fe* em dominios diluidos.

Somente na 3° VL a linha de Fe*" em g = 4,3 apresenta correlagao positiva
com a variavel Y, sugerindo o alto carater hidrofébico das estruturas alifaticas das
SH estudadas (Figura 93).
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4.2.3.5 Nova Metodologia de Caracterizagdo de SH de Solo (PLS aplicado as

andlises de DRIFT e EPR “versus” NMR) - Conclusdes Parciais

Ao se fazer uso do método PLS, e ao se observar os “loadings”, tem-se
informagdes mais claras do que apenas pela observagao dos espectros.

Estes resultados mostram que a aplicagdo de métodos quimiométricos aos
dados de espectroscopias de NMR, do EPR e DRIFT € uma metodologia util que
pode dar nova aproximagao aos estudos dos aspectos de estruturas quimicas de
SH. Nossos resultados mostram que a fungdo acido carboxilico &, principalmente,
componente de estruturas aromaticas. Das interpretacdes dos “loadings” sugere-
se que estas previsbes sado correlagbes bem fundamentadas em diferencas
estruturais entre as amostras estudadas por espectroscopias de BC-NMR, EPR e
DRIFT.

Como observado na Tabela 36, as previsdes entre o valor real e o valor
estimado pelo modelo PLS das % dos grupamentos organicos de NMR s3o boas.
A partir destes resultados, sugere-se o uso das analises por DRIFT e/ou EPR na
obtencgéo dos percentuais de grupos funcionais organicos nas estruturas das SH,
como s3o obtidos por NMR de '*C em amostras sélidas. A metodologia aqui
aplicada fez uso de trés espectroscopias de diferentes fundamentos - momento de
dipolo magnético eletronico para EPR e momento de dipolo elétrico para DRIFT -
para prever dados de outra espectroscopia que tem fundamentos em momento de
dipolo magnético nuclear - NMR de '3C. Assim, a metodologia aplicada nesta tese
torna possivel a caracterizagao mais eficaz de SH, acessivel, tanto técnica quante
economicamente, a laboratérios que ndo disponham de equipamentos de NMR
para analise de sélidos. Janick e colaboradores 2000 desenvolveram metodologia
semelhante para substituir as caras e complicadas analises de datagdo de MOS,
por decaimento radioativo de '“C, utilizando métodos quimiométricos (PLS),

aplicados em dados de DRIFT.
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5 CONCLUSOES

5.1 CONCLUSOES PARCIAIS — INCORPORAGAO DE NITROGENIO A LODO
BIOLOGICO

Os processos de nitragdo/oxidacdo, reducdo e nitracdo/oxidagao/redugdo
realizados até o momento, bem como as analises feitas nas respectivas amostras,
permitem-nos um conhecimento das estruturas quimicas presentes nas amostras
pura, nitradas e reduzidas. Isto € de grande importancia para a elucidagdo das
estruturas quimicas presentes nas amostras em se tratando de um material
complexo como este em estudo e de otimizagao dos parametros para as melhores

relagbes custo/beneficio.

O planejamento fatorial 2° no processo nitragio/oxidagao nos permite
sugerir que:

(i) A partir da analise por graficos normais se verificou que para a regido de
grupos nitro os unicos efeitos significativos sdo o efeito da concentragdo de HNO3;
e a interagdo (concentracdo x tempo). Ja para a regido de grupos carboxilicos e
carboxilatos os efeitos significativos sdo a concentragdo de HNO;, a interagéo
(concentragdo x tempo) e a temperatura, sendo o ultimo menos acentuado

(i) Através da superficie de resposta para grupos nitro, se pode verificar
que a regido de maior rendimento (em vermelho), esta na regido de baixa
concentragdo de HNO3 (1mol L") e na regido de tempo de reacgdo entre 6 e 9
horas. Para a regiéo de grupos carboxilicos e carboxilatos, se tem a regido central
como de maior resposta, concentragdo de HNOs entre 2 e 4 mol L™ e tempos de
reacgdo entre 8 e 10 horas.

(i) Como a diferenga entre as respostas para grupos carboxilicos e
carboxilatos é baixa entre 6 e 9 horas, se optou por escolher como ponto 6timo o
ensaio com concentracdo de HNO; de 1mol L™ e tempo de reacdo de 6 horas.

Desta forma se tem 0 méaximo de nitragdo e um razoavel teor de oxidagao.
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O planejamento em estrela no processo nitragdo/oxidagdo nos permite
sugerir que:

(i) Para a obtengdao de bom rendimento na regido de grupos nitro, sem
grande perda na regido de grupos carboxilicos e carboxilatos (aspecto
interessante na formagéo de grupos NO, e grupos queladores de metais, o que é
um dos objetivos no material estudado, a produgcio de FLLN) se pode optar por
concentragdo de HNO3 de 1,5 mol L' e tempo de reagdo de 5 horas,

aproximadamente.

O processo redugdo nos permite sugerir que:

(i) E possivel se optar pelo ensaio R8 (redugdo com palha de aco) por ser
um processo mais econdmico que o R7 (Fe®) e mais vidvel em termos ambientais
que o R3 (SnCly).

O processo de nitragdo/redugao nos permite sugerir que:

(i) Este processo pode ser adotado, pois os calculos de area mostraram um
grande aumento na area da regido de grupos nitro na amostra nitrada em relagéo
ao lodo puro e uma diminuigdo consideravel do lodo nitrado para o lodo reduzido.

Para este trabalho, a patente esta em fase de elaboragdo, conforme normas

de publicagdo do CNPq, e sera submetida ainda neste ano.
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5.2 CONCLUSOES PARCIAIS - EXTRAGCAO, FRACIONAMENTO E
CARACTERIZAGAO DE SUBSTANCIAS HUMICAS DE SOLO

Verificaram-se diferengas estruturais nas amostras extraidas a diferentes
pH (7,6, 10,6 e 12,6) utilizando-se as espectroscopias de EPR, FTIR e UV-VIS.

As amostras extraidas a pH 12,6, em especial a terceira extragdo a pH12,6,
apresentam um maior teor de matéria organica extraida, indicando assim a
eficiéncia do processo sequencial de extragdo. Isto foi observado tanto por
espectroscopia de EPR quanto de FTIR. Também por estas espectroscopias
verificou-se que comparando as amostras extraidas a mesmo pH 7,6 e 10,6,
somente as amostras das primeiras extragées, AHCN176 e AHCN110 estavam
menos contaminadas por estruturas inorganicas. As amostras das segundas e
terceiras extragdes a pH 7,6 (AHCN276 e AHCN376) e a pH 10,6 (AHCN210 e
AHCN310), apresentaram teores crescentes de argilas, como demonstrado pelas
absorcdes de FTIR em 3700 cm™ (O-H de argilas) e 1100 cm™ (Si-O) e de EPR
emg=43eg~ 2 (Fe* em dominios diluidos e em dominios concentrados,
respectivamente). Sugere-se que estas estruturas inorganicas também foram
extraidas ou podem estar fortemente ligados a matéria organica extraida. Este
comportamento nao é observado a pH 12,6 onde se verifica a melhor extragdo em
termos de componentes organicos.

Por espectroscopia de EPR, na temperatura de nitrogénio liquido (77 K)
identificaram-se ions de Cu®* ligados a grupos oxigenados na amostra AHCN176
(primeira extragdo a pH 7,6) e ligados a grupos com nitrogénio como atomo
doador nas amostras AHCN276 e AHCN376. Os teores de radicais livres
organicos das amostras estudadas caem com o avang¢o das extragdes em pH 7,6
e 10,6, e aumentam com as extragdes em pH 12,6.

Por espectroscopia de UV;VIS, sugere-se que os AH mais condensados
(menor razdo E4/E6), foram extraidos em pH 10,6; e os menos humificados em pH
12,6 (maior razdo E4/E6), com constituigdo quimica aromatica menos
condensada. De modo geral, devido aos baixos valores de E2/E4 e E4/ES, sugere-
se que estas substancias humicas s@o mais humificadas, com constituicdo
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quimica aromdtica mais condensada, sugerindo possivel aumento da massa
molecular.

Ao se comparar os AF e AH de solo sob floresta extraidos a diferentes pH,
isolados utilizando-se resina XAD-8 ou ndo, observa-se que ha diferengas entre as
fragbes. Os AF apresentaram sinais de Mn?*, os quais nao foram verificados nos
AH. O sinal de RLO e Cu® é mais intenso nos AH que nos AF. Aplicando-se a
PCA, através dos graficos de “loadings” e “scores”, tém-se uma nova metodologia
de identificagdo das estruturas organicas e inorganicas nos AH e AF estudados.

Ao se fazer uso do método PLS aos resultados das analises por DRIFT
elou EPR, sugere-se que a obtencdo dos percentuais de grupos funcionais
organicos nas estruturas das SH, como s&o obtidos por NMR de '3C em amostras
sblidas é bastante satisfatéria. Sugere-se assim, uma nova metodologia de
caracterizagdo de SH, acessivel, confidvel e eficaz tanto técnica quanto

economicamente.
5.3 CONCLUSOES FINAIS

Esta tese procurou desenvolver metodologia cientifica com fortes
possibilidades de aplicagbes tecnologicas a problemas ambientais tipicos do
Estado do Parana e do Brasil. O destino adequado, econémica e ambientaimente
falando, para os rejeitos da industria de celulose é objetivo atual tendo em vista
recentes desastres ambientais como o da Industria Cataguazes de Minas Gerais.
Por outro lado, ha preocupagdes na manutengdo da estrutura e produtividade de
nossos solos que sao submetidos a intensas atividades de uso agricola, nem
sempre as mais adequadas. Foi mostrado, em escala de laboratério, que ha
possibilidade de se produzir fertilizante de liberagdo lenta de N, a partir de lodo
bioldgico das lagoas de decantagédo das industrias de celulose.

Empregou-se o método da extragdo sequencial e exaustiva a diferentes pH,
de SH de solo, na tentativa de promover maior entendimento das estruturas das
SH de solo. Este método é extremamente trabalhoso e inédito no estudo de sol_os

brasileiros. Foi proposta e desenvolvida também metodologia de determinagdo
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quantitativa de grupos funcionais organicos das SH a partir de espectros de DRIFT
e EPR, com o intuito de caracterizar interagdes entre as estruturas inorganicas —
organicas em SH de solo, submetido a diferentes tipos de manejo. Uma
caracteristica complicadora no estudo das SH dos solos brasileiros diz respeito ao
alto teor de Fe**, que muitas vezes torna impossivel a analise por NMR. Assim, ao
desenvolvermos esta nova metodologia, tornamos a caracterizagdo das SH mais

viavel tanto em termos técnicos como econdémicos.
5.4 PERSPECTIVAS DE TRABALHO

Como trabalho a ser desenvolvido ha necessidade de se ampliar os
experimentos de nitragao/oxidacdo aplicando-os a outros rejeitos industriais como
os dos diferentes processos de obtengdo de papel e celulose.

Com relagdo a importante determinagdo de fungdes organicas das SH e
interagdes inorganicas - organicas por espectroscopia de DRIFT e/ou EPR, o
modelo necessita ser mais robusto; para tanto, sera interessante usar um maior

numero de amostras, de diferentes ambientes.
Além de se estudar as fragbes AH e AF, ha necessidade de se conhecer

mais sobre a fragdo Humina, importante fragdo em termos de sequestro de

carbono.
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Acidos himicos (HA) extraidos de carvées de diferentes ranks. de suas amostras regencradas ¢
de uma amostra nitrada. foram caracterizados por andlise clementar ¢ por espectroscopia de infra-
vermelho (FTIR). de ressoniincia magnética nuciear de '*C no estado sélido (NMR) e de ressonancia
paramagnética cletrdnica (EPR). O HA de carvio de baixo rank apresentou maiores valores de teor

de C ¢ raziio C/N ¢ menores valores de tcor de O ¢ razdcs H/C ¢ O/C do gue o de alto rank.,

Resultados de RMN mostraram que ambas amostras foram mais aromaticas ¢ menos carboxilicas do
que HA comuns em solos. Estas caracteristicas podem limitar o uso de HA de carviio como
condicionadores ¢ fertifizantes adequados para solos. A regencracdo niio provocou alteracdes
relevanies. exceto pelo decréscimo no teor de radicias livres determinados por espectroscopia de
EPR. Provavelmente as condi¢des ¢ o tempo de regeneracdo ndo foram adequados para oxidar as
amostras. Os espectros de FTIR obtidos foram semclhantes. excentuando-se aquelc da amostra
nitrada, onde a banda de absorcdo em 1533 em™* comprova a presenca de grupos nitrogenados. A
nitra¢io aumentou o teor de N ¢ reduziu arazio C/N a valores compariveis aos obscrvados em HA
de solos. porém a aromaticidade permaneccu alta ¢ o teor de carboxilicos diminuiu apds o processo.

Humic acids (HA) extracted from two coals of different ranks, from their regencrated samples
and from a nitrated sample. were characterized by elemental analysis and by infra-red (FTTR), solid
state “C nuclear magnetic resonance (NMR) and cletronic paramagnetic resonance (EPR)
spectroscopics. The low rank coal HA presented higher C and lower O contents. higher C/N and
lower H/C and O/C ratios than high rank coal HA. NMR results showed that both samples were
morc aromatiic and less carboxylic than common soil HA. Those characteristics may limit the coal
HA cfficiency as an appropriate soil conditioner and f{ertilizer. The regeneration process did not
produce major alterations in the coal HA. except a decrease of the free radical content as determined
bv EPR spcctroscopy. Probably. the regencration conditions and time were not adeguatc to oxidize
the samples. The obtained FTIR spectra were much alike. except that from the nitrated sample. where
the absorption band at 1533 ¢cm confirms the presence of nitrated groups. The nitration process
increcased the N content and reduced the C/N ratio to values comparablce to those reporicd for
soil HA. but the aromaticity still remained high and the carboxylic content was lowered after the
procedure.

Keywords: humic substances, CP/MAS-NMR, MAS-NMR. FTIR, EPR. coal regencration,
aromaticity. irec radicals. coal nitrification

Introduction

The soil organic matter has a vital rolc in maintaining
soil quality.! The application of organic matter in degraded
soils is agronomically very important because il restores
soil feriility, improves soil aggregation and hinders soil

* c-mail: dpdick@hotmail.com

crosion. among other effects.™ Amendments to soils of
composted organic matter from different sources. like
animal manurc and sewage sludgces. is ecologically very
attractive since it also provides an uscful fate for those
residues.** Another promising alternative for the use and
recycling of non-pedologicai humic substances is its usc
in hydroponic solutions to produce plantules under
controlled conditions.”

312134y



178 Dick er al.

Humic acids (HA) occur naturally in immature coals
and can be easily cxtracted with alkaline solution.*® On
the other hand, the amount of extractable HA in mature
coals, like bituminous coals, is lower.”!" As the coal rank
increases, i.e. coal matures. the carbon content gradually
increases (from about 700 g.kg! in tow rank coals to about
950 g.kg'!' in high rank coals) with a corresponding
decrcase in the oxygen content.” This behavior has also
been observed in the respective HA. Additionally, an
increase in the aromaticity degree of HA with the coal
rank is also reported.” In comparison to soil HA, coal
HA contain in general a higher content of C and lower
contents of O and N.'2 The reactions of humic substances
arc determined by their chemical composition and
molccular structure! and the quantity and quality of HA in
the sample may influence the significance of coal as a soil
fertilizer.'**** However, the amount of HA in coals can be
incrcascd by oxidizing the sample,*'® resulting what is
called “reversed/regencrated coal”. Regeneration can be
achicved by cmploying oxidizing agents like oxygen,
nitric acid, alkaline permanganate and hydrogen
hydroxide, or by cxposing the coal sample to the
atmospheric oxygen at the earth surface for a larger period,
what also leads to the formation of weathered/regencrated
coals.? The addition of humic substances extracted from
an oxidized coal to a loamy soil and to a sandy-loamy soil
was ablc to retard the onset of the runoff process under
rainfall and a significant reduction of soil loss was also
observed.'® Furthermore. an increase of soil cation
exchange capacity, pH and organic matter was verificd
after the incorporation of coal derived humic acids in two
Nigerian low-fertile tropical soils."” These improvements
reflected in a higher crop productivity and showed that
the coal humic substances are potentially good soil
conditioners.

The main objectives of this study are: (1) to characterize
HA from different coal samples through appropriate
chemical and spectroscopic techniques (e.g., elemental
analysis, FTIR, solid state “*C-NMR, EPR); (2) to evaluatc
the influence of the coal rank, of the regencration and
nitration processes on their chemical structure and
composition.

Experimental
Coal samples

The studied coal samples, collected by bulk sampling,
werc as following: a high rank coal from Cambui Minc,

Figueiras, Parand State, Brazil (HI); a regencrated high rank
coal from a 10 years old pile from Cambui Mine (HR); a
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low rank coal from Secival Mine, Candiota, Rio Grande do
Sul State, Brazil (LO); a regenerated low rank coal from a
15 years old pile from Seival Mine (LR). The fifth studied
samplc (LN) was obtained by nitrating the sample LO with
concentrated HNO; at room temperature (soil:solution ratio
8:2). The coal samples were dried at 40 °C, grounded in a
quartz mortar and kept in plastic flasks at 4 °C to prevent
oxidation.

Humic acids isolation

The humic acid extraction was based on Swift.'* The
coal sample (0.1 g) was shaken during 2 h with 30 mL of
0.1 mol. L' HCI; the acid supernatant was separated by
centrifugation (10 minutes. 2000 rpm) and discarded. This
procedure was repeated threc times. After the acidic
pretrcatment, the samples were extracted with 30 mL of
0.5 mol. L' NaOH under mechanical shaking during 3 h.
The alkaline extract was separated by centrifugation and
stored in a polyethylene flask. This procedure was performed
three times. The HA was separated by precipitation with
0.1 mol. L' HCl added to the extract until pH 2 was reached.
After 24 h, the precipitated HA was separated from the fulvic
acid (FA) by centrifugation and purified by treating the
sample with 5% HC1 / HF (1:1) solution for 2 h under
mechanical shaking (threc times). The purified HA was
washed threec umes with distilled water, frozen ovemight,
and dried at 60 °C in vacuum oven. The dricd samples were
maintained in a dissiccator with silica gel before further
analysis. For all coal samples, the fulvic acid fraction was of
such low yicld as to be ignorable (FA content < 0.01% of.
total humic substances).

Elemental analysis

The HA elemental composition was determined by a
Perkin Elmer 2400 elemental analyzer and the content of
O was calculated by diffcrence of 1000 mg.g* after
correcting the C, H and N values for an ash-free basis. The
ash content was obtained gravimetrically after calcinating
the HA sample at 750 °C for 4 h.

Infrared Spectroscopy

Fourier transform infrared (FTIR) spectra of pcllets
samples (100 mg KBr and 1 mg HA) were recorded on a
Win-Bomem & Michaclson spectrometer on a spectral
range of 4000 to 400 cm’, cmploying a resolution of
4 cm', 32 scans and 21 scans.min"'. The band assignments
were made according to Mangrich er al.,* Barancikova et
al.* and Rivero er al."
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The solid state *C-NMR spectra were obtained on a
Varian INOVA-300 spectrometer (VT CP/MAS probe). Two
cxperimental techniques werc tested: (1) single pulse-
magic angle spinning technique (MAS), (2) cross
polarization with magic angle spinning technique (CP/
MAS). The following experimental conditions were
cmployed: (1) “C-MAS: a resonance frequency of
75.4 MHz, a 90° pulse width, a pulse delay of 100, 500 to
900 accumulation transients (corresponding to an
overnight acquisition), a 7 mm silicium nitrate rotor with
Kecl-F caps and a MAS spinning rate of 5.60 KHz: (2) "*C-
CP/MAS: aresonance frequency of 75.4 MHz, a 90° pulse
width. a pulse delay of 2 s, contact time of 500 us, 3200
accumulation transicnts (corresponding to an overnight
acquisition), a 7 mm silicium nitrate rotor with Kel-F caps
and a MAS spinning rate of 5.60 KHz. *C chemical shifts
are reported relative to hexa-methylbenzene. Chemical
shifts were assigned according to Kogel-Knabner:?' alkyl-
C from 0 to 65 ppm ; O-alkyl-C from 65 to 100 ppm:
aromatic-C from 100 to 165 ppm and carboxylic-C from
165 ppm to 190 ppm. The abundance of each carbon type
was estimated by integration of the respective spectral
region. The region 190 ppm to 230 ppm was not integrated
because the MAS rotation was limited to 5600 Hz.

Electron Paramagnetic Resonance

The EPR spectra were obtained in the solid state at
room temperature (300 K) in quartz tubes. A Bruker ESP
300E spectrometer was used operating at a frequency of
9.5 GHz (X-band), with a 100 KHz modulation frequency,
2.024 G modulation amplitude and 20 mW microwave
power. HA free radicals were detected and quantified using
the approximation:** intensity X AH?2. The areas of the
EPR peaks were calibrated with that corresponding to the
EPR signal of a “weak pitch” reference of known free

radical content obtained from Bruker.
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Results and Discussion
Elemental composition

The clemental composition and clemental ratios of the
humic acids are listed in Table 1. The obtained values for C,
N, H and O contents are within the range observed for a
diversified group of coal HA's.? The coal HA from the Seival
Mine (HA-LO) differed from that from the Cambui Mine
(HA-HI) basically due to the higher C and lower O and N
contents, higher C/N and lower O/C ratios. The increase in
the molecular condensation and in the carbon reduction
along the coalification development usually reported for
bulk coal samples,*'*!" was not verified for the coal humic
acids in the present study. It seems that the coal rank did not
affect their HA chemical composition. HA with such
composition as that verified in the present study are expected
to be quite stable with respect to mineralization process.'
The O/C and C/N ratios of samples HA-HI and HA-LO were
higher and lower, respectively, than those reported for
Australian brown coal HA samples.®!? However, when
compared to soil samples, HA-HI and HA-LO presented higher
C. lower N and O contents than those reported for HA from
Brazilian soils® and tropical Venezuelan soils.? On the other
hand, similar values for C, H and O contents and for H/C and
O/C ratios obscrved in the present study have been obtained
for HA from Slovakian soils'® and from sheep manure.

The chemical composition alterations caused by the
regeneration process were different in the two coal samples
(Table 1). In the high rank coal HA (HA-HR) a C content
increase and an O content decrease were observed, leading
to a lowering of the O/C ratio. In the low rank coal HA, a
decrease in the C/N ratio due to the N content increase,
was observed in the regenerated sample (HA-LR).

Values for N content and C/N ratio comparable to those
reported in soil HA,'9*2 were successfully obtained by
the nitration procedure (Table 1). Nevertheless, the O/C
and H/C ratios in the nitratcd sample (HA-LN) still remained
rclatively low.

Table 1. Elemental composition, clemental ratios and ash content of the humic acids

HA-HI HA-HR HA-LO HA-LR HA-LN
580 1.2 640 +1.2 633 £1.9 630 £1.3 588 +0.0
42 #0.6 46 0.4 44 +0.4 44 +0.4 42 +3.5
16 0.0 18 0.0 12 0.1 14 0.0 48 +0.0
362 £3.2 296 1.6 312 2.5 312 2.5 322 £3.8
37 36 53 46 12
0.88 0.86 0.83 0.84 0.86
0.47 0.35 0.37 0.37 0.41
36.0 24.0 5.0 59.0 92.0

# Calculated on an ash-free basis; #** calculated by difference: *** atomic ratios. HA-HI: high rank coal HA, HR: regencrated HA-HI, HA-LO:

low rank coal HA: HA-LR: rcgenerated HA-LO: HA-LN: nitrated HA-LO
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Infrared spectroscopy

The FTIR spectra of the isolated coal HA arc shown in
Figure 1. The spectra of the HA-HI and HA-HR samples
were very similar and practically no changes due to the
regeneration were detected. The most important features
of those spectra are: a) a broad band around 3400 cm' due
to O-H stretching of various groups like phenols and
alcohol: b) a couple of peaks at 2922 and 2860 cm™ and at
1430 and 1334 ¢cm! due to C-H stretching: ¢) a well defined
band at 1706 cm™ due to C=0 stretching of ketonic and
carboxylic groups: d) a strong peak at 1615cm assigned
10 aromatic C=C stretching: ¢) a broad band around 1250
cm assigned to C-O stretching of aryl esters and of OH
deformation of COOH: f) a discrete peak at 1031 cm! due
to Si-O stretching.

Transmittance

1500

T . T ,
400 350 3000 2500 2000
wavenumber / cm’

Figure 1. Infrared (FTIR) spectra of the humic acids

Opposite to the HA-HI, HA-HR and HA-LR spectra,
the HA-LO sample presented more prominent peaks at
1615 and 1434 cm™!' (Figure 1) attributed to the presence
of metal-coordinated carboxylate, which absorbs in this
region (antisymmetrical and symmetrical COO- stretching,
respectively). This feature is probably more related to the
lower cffectiveness of the purification process rather than

Dick et al.

J. Braz. Chem. Soc.

to the regeneration or to the coal rank. Both tow rank coal
HA samples (HA-LO and HA-LR) showed a well-defined
peak at 1096 cm' due to C-O stretching of cthers and
phenols. This absorption band was also observed in the
FTIR spectra of an Australian coal HA.'Y A sharp absorption
band at 1530 cm due to NO, stretching observed in the
sample HA-LN (Figure 1) is an indicative of the nitration
reaction, corroborating the findings from the elemental
analysis (Table 1). The intensity decrease of the peak at
1250 cm! suggests that nitration occurred at the expenses
of the carboxylic groups, while the intensity increase of
the band at 1096 cm™' is probably due to the contribution
of the bending of the C-N group, that also absorbs in this
region.™

C-NMR and EPR spectroscopy

The chemical shifts assignments of the “C-NMR-
spectra and their rclative abundance obtained with the
MAS and with the CP/MAS technique are given in Table
2. The *C-NMR-MAS spectra are shown in Figure 2.

In comparison to the MAS, the CP/MAS technique
intensified the alkyl-C signals and depleted the carboxylic-
C and aromatic-C signals. This cross polarization cffect is
well reported in the literature and the quantitative
interpretation of the “C-NMR-CP/MAS spectra of soil
organic matter and humic substances should be taken with
caution.'®?'*> Nevertheless, in the present study, the CP/
MAS data showed the same tendency verified with the
MAS data, and for comparison purposes between similar
samples, the cross polarization technique (which is much
faster) is usually considercd adequate.'®"* In the
following discussion of functional groups distribution
only the NMR-MAS data obtained in this study will be
considered.

All five HA presenied a much higher aromatic and lower
carboxylic contents than those obtained for an Australian
brown coal HA® and thosc usually reported for soil HA,'
but arc in the range of the values verified for Spanish coal

Table 2. Main resonance regions of the *C-nuclear magnetic resonance spectra and its relative abundance (%). cmploying the MAS technique
(*C-NMR-MAS) and thc CP/MAS technique (“C-NMR-CP/MAS) of the humic acids

HA Sample “C-NMR-MAS - HC-NMR-CP/MAS
Alkyl-C  O-alkyl-C Aroma- Carbo- Alkyl-C  O-alkvi-C Aroma- Carbo-
tic-C xylic-C tic-C xylic-C
HA- Hi 13.9 2.7 75.8 7.6 32.5 1.0 63.7 2.8
HA-HR 10.3 3.5 78.3 7.9 24.2 t1 72.4 2.3
HA-LO 9.5 6.1 77.3 7.1 19.2 9.0 69.7 2.1
HA-LR 10.3 6.1 76.3 7.3 24.4 3.7 69.4 2.5
HA-LN 14.7 3.3 80.2 1.8 34.8 1.7 62.1 1.4

Legend: sec Table |
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Figure 2. “C- nuclcar magnetic resonance spectra (PC-NMR-MAS)
of the humic acids

HA." In the low rank samples (HA-LO and HA-LR) the
abundance of O-alkyl-C groups was greater than that in
the high rank coal HA, and this is consistent with the results
from the FTIR analysis. This result may be associated to
the preservation of carbohydrate-like structures in the low
rank coal HA. Analogous to the infrared spectroscopy, no
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changes in the chemical composition and structure of the
humic acids due to coal regeneration in pile were
cvidenced by the NMR data. On the contrary, the nitration
process of the low rank coal HA (HA-LR), produced an
incrcasc of the alkyl-C and of the aromatic-C, and a
significant decrease of the carboxylic C=0O and CH -O
groups.

The concentrations of free radicals as determined by
EPR analysis were similar in the low and in the high rank
coal HA (HA-LO and HA-HI) (Table 3) and higher than in
the other HA samples. The values obtained in the HA from
fresh coal samples are in the range of those already reported
for soil HA'** and arc indicative of a higher humification
degree.® The decrease of the frec radical concentration in
the sample submitted to regencration (HA-LR) may be due
to semiquinone structures oxidation. The same reaction
probably occurred by nitration of the sample, although in
a lower cxtent than in the aged sample. The g-values, a
typical EPR paramecter for molecular structural study,
oscillated between 2.0055 and 2.0058 and the line widths
between 4.1 and 5.6 G. These g-values arc more
appropriated for 1.4- than for 1.2-semiquinone structures.”

Table 3. Elcctron paramagnetic resonance (EPR) spectral data of
humic acids

EPR data
HA Sample Free radical, Linc widths g-values
(spins x10"17g1y (Gauss)
HA-HI §.0 5.0 2.0056
HA-HR n.m. n.m. n.m
HA-LO 7.8 3.6 2.0058
HA-LR 4.1 5.2 2.0056
HA-LN 6.7 4.1 2.0055

n.m. not mecasurcd
# Calculated on an ash-free basis. Legend: see Table |

Conclusions

The analyzed coal humic acids presented a higher
aromatic character, a lower carboxylic content and a lower
C/N ratio than thosc usually observed for soil HA. These
characteristics may limit the application of those two south
Brazilian coals as chelating agents, fertilizer or soil
conditioner.

The clemental composition obtained in the low rank
HA pointed to more hydrophobic character in this sample
when compared to the high rank HA. Thosc results, though,
were not confirmed by the IR, *C-NMR and EPR data. It
seems that the coal rank did not influence in a great extent
the chemical and molccular characteristics of their humic
acids. The rcgeneration process did not cause major
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alterations in the coal HA, except in the free radical content
as determined by EPR. The regeneration period and/or
condition (in pile) was not sufficient to produce HA with
chemical and molecular characieristics similar 10 those of
soil HA. The nitration process achieved to reduce the C/N
ratio of the HA to a value comparable to that obtained in
soil HA, but the aromaticity still remained high and the
carboxylic content was lowered after the procedure.
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