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RESUMO

BALDOTTO, Marihus Altoé; DS.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Agosto de 2006; PROPRIEDADES REDOX E GRUPOS
FUNCIONAIS DE ACIDOS HUMICOS; Orientador: Prof. Ary Carlos Xavier
Velloso; Co-Orientadores: Profs. Luciano Pasqualoto Canellas e Maria Cristina
Canela.

Dependendo das condigbes do sistema, os acidos humicos (AH) podem
atuar como oxidantes ou redutores. Nos sistemas naturais o fluxo de elétrons esta
diretamente associado a quantidade e a qualidade do humus. O potencial do
eletrodo (En) e a capacidade de oxidagdo (COx) informam sobre os fatores
intensidade e capacidade dos sistemas redox, respectivamente. Estudos prévios
tém levantado a hipotese de que radicais livres presentes nos AH participam em
tais reagcbes redox. Entretanto, poucos dados estdo disponiveis. No presente
estudo, 20 amostras de AH foram tituladas com um oxidante (l2) em atmosfera
inerte e condicdes especificadas. Os AH apresentaram potenciais formais padrao
do eletrodo ("Ex°) entre 0,773 e 0,794 V a 25 °C. A COx dos AH variou de 3,88 a
4,39 mol. kg a pH 5,0 e de 5,35 até 7,89 mol. kg a pH 7,0. A COx dos AH
apresentou correlagdo positiva e significativa com as concentragdes dos grupos

funcionais fendlicos, quinonas e semiquinonas em suas estruturas.
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ABSTRACT

BALDOTTO, Marihus Altoé; DS.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Augost, 2006; REDOX PROPERTIES AND FUNCTIONAL
GROUPS OF HUMIC ACIDS; Adviser: Prof. Ary Carlos Xavier Velloso; Co-
Advisers: Profs. Luciano Pasqualoto Canellas e Maria Cristina Canela.

The humic acids (HA) act as an oxidant or reductant, depending on the
system conditions. In natural systems the electron flow is directly associated with
humus content and quality. Descriptive quantities, such as electrode potential (En)
and oxidation capacity (OxC) inform about the redox activity of HA. Previous
investigators have hypothesized that specific functionalities in HA, such as
semiquinone free radicals, participate in redox reactions. However, few direct data
exist on the subject. In the present study 20 HA samples were titrated with an
oxidant (I2) an inert atmosphere and specific conditions. HA presented standard
formals electrode potential ("E°), with values between 0.773 and 0,794 V, at 25
°C. The OxC of HA varied of 3.88 to 4.39 mol. kg™ at pH 5.0 and from 5.35 to 7.89
mol. kg'1 at pH 7.0. The OxC presented positive and significant correlations with

the phenolic, quinone and semiquinone functional groups concentration of HA.
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1. INTRODUCAO

O aumento dos estoques de C no sistema solo reduz a emissdo de CO,
para a atmosfera e o agravamento do efeito estufa, contribuindo com as
estratégias de “desenvolvimento limpo”, de acordo com o Protocolo de Quioto,
estabelecido durante a Terceira Conferéncia das Partes, no Japao, em 1997.

No solo, a estabilidade quimica do C ocorre com a formacido de
substancias humicas (SH), por meio de um processo, genericamente denominado
humificacdo, que pode ser estudado usando-se a concentragao de radicais livres
tipo semiquinonas (CRLS) nos acidos humicos (AH), determinados por meio da
ressonancia paramagnética eletronica (RPE) (Martin-Neto et al., 1994 a, b; Pérez
et al., 2004). Tal técnica se baseia no fato de que com o aumento da humificagéao
ocorre a policondensagcédo e a conjugacdo de estruturas insaturadas nos AH
(Piccolo, 2001). Grupamentos fendlicos formados durante o processo de
decomposicdo da matéria organica sao convertidos em estruturas do tipo
quinonas, via reagdes de oxidacado. Essas estruturas sao precursoras dos radicais
livres do tipo semiquinonas nos AH (Milori et al., 2002; Budziac et al., 2004,
Rivero et al., 2004), que se estabilizam com o avango da humificagéo.

Os radicais livres tipo semiquinonas dos AH s&do grupos doadores de

elétrons e, por meio de titulagdes redox iodimétricas, podem ser oxidados pelo



iodo (l2). Dessa forma, tais titulagdes permitiriam, analogamente a RPE, estimar o
grau de humificagcdo dos AH. No entanto, nem toda a atividade redox dos AH
pode ser atribuida a CRLS, sendo necessarias informagdes adicionais sobre a
relacédo entre os diferentes grupos funcionais e o poder redutor dos AH (Helburn e
MacCarthy, 1994; Mathiessen, 1995; Lovley et al., 1998; Scott et al., 1998; Struyk
e Sposito, 2001).

Scott et al. (1998) estudaram a atividade redox dos AH e indicaram que os
grupos quinonas sao 0s principais responsaveis pela transferéncia de elétrons
entre microrganismos, AH e espécies sélidas de Fe(lll) (Lovley et al., 1996, 1998).
Segundo o mecanismo indicado pelos autores, os radicais semiquinonas podem
originar-se quando grupos quinonas presentes nos AH s&o reduzidos,
permanecendo estaveis no ambiente. Os grupos semiquinonas podem ser
reduzidos a radicais hidroquinonas ainda mais estaveis. Alternativamente, grupos
fendlicos contidos nos AH também podem sofrer oxidacdo e formar radicais
semiquinonas que, se oxidados, podem resultar em benzoquinonas (Struyk e
Sposito, 2001). Adicionalmente, parte da COx dos AH, é proveniente da oxidagao
do Fe(ll) ligado a grupos fendlicos. Na reagdo, um agente oxidante como o I,
recebe um elétron a partir do complexo AH-Fe(ll), reduzindo-o a um grupo
semiquinona (Struyk e Sposito, 2001). Dessa forma, a concentragao de radicais
livres tipo semiquinonas pode ser mantida pela “intra-oxidagéo” durante a titulagao
redox dos AH (Struyk e Sposito, 2001). Outros estudos verificaram a ocorréncia
da ligacdao do Fe(lll) com moléculas organicas (Schwarzenbach et al., 1990;
Martin-Neto et al., 1994 b), entre elas poluentes orgénicos tais como os
compostos nitroaromaticos e metanos polihalogenados, sendo reduzido a Fe(ll).
Os autores sugerem que um ciclo similar seja esperado entre a matéria organica
humificada e espécies de Fe.

A metilagdo dos AH com diazometano (CH2N;) converte a maioria dos
grupos acidos a R-OCHs, formando humatos de metila. Especificamente, grupos
fendlicos e quinonas dos AH podem ser acetilados com anidrido acético em
piridina, formando ésteres (Stevenson, 1994; Sachs et al., 2002). A titulagdo redox
desses derivados metilados e acetilados permite verificar a participagcdo dos
grupos acidos e dos residuos de quinonas nas reagdes redox envolvendo AH.

Titulagdes redox de AH permitem estimar o "Ex® e a COx, fatores

intensidade e capacidade para a atividade de elétrons, analogos ao pH e a



capacidade de neutralizagdo para o caso de prétons, respectivamente. O "E.°
pode ser medido utilizando um eletrodo combinado, constituido de um eletrodo
sensivel em contato com um eletrodo de referéncia. O eletrodo sensivel responde
a transferéncia de elétrons na semi-reacao redox da espécie que se deseja medir
o potencial e o eletrodo de referéncia mantém seu potencial constante, gerando
uma forca eletromotriz (f.e.m.), que € resultante da diferenca de potencial
eletroquimico entre os dois eletrodos (Stumm e Morgan, 1996). O valor do FE°
possibilita a determinagcdo das atividades de oxidantes e redutores para um
determinado par redox. A COx de uma substancia pode ser utilizada para a
determinacgao da quantidade de elétrons transferiveis nas reagdes redox. A COx é
definida como o numero de mols de carga por unidade de massa que um
composto & capaz de transferir a um forte oxidante (mol kg™).

Este estudo teve como objetivos determinar, por meio de titulagdes redox
iodimétricas, a capacidade de AH e de seus derivados quimicos acetilados e
metilados, transferirem elétrons e relaciona-la com a concentragdo de grupos
funcionais carboxilicos, fendlicos, quinonas e semiquinonas presentes em sua

estrutura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Reacdes redox

As reagdes quimicas sado classificadas como redox ou de oxirredugao
quando nelas ocorre a transferéncia de elétrons entre as espécies quimicas
envolvidas. Denomina-se oxidacdo a transferéncia de elétrons de uma espécie
quimica (redutor) a outra (oxidante). O doador tem seu numero de oxidagcao (NOXx)
aumentado e se oxida. Por outro lado, o ganho de elétrons é conhecido como
reducdo. Nesse caso, ha diminuigdo do NOx da espécie quimica.

A tendéncia em uma espécie quimica de doar elétrons é medida pelo
respectivo potencial de oxidagdo, e a quantidade de elétrons transferidos por
unidade de massa de uma determinada substancia (mol. kg”') é denominada
capacidade de oxidagdo (COx). Quanto maior o valor desse potencial e da
capacidade de oxidagao, maior também sera a tendéncia dessa espécie em ceder
elétrons ou seu poder redutor. Analogamente, o potencial de redugdo mede a
tendéncia de uma espécie em ganhar elétrons, e a capacidade de reducgéo € a
quantidade de elétrons recebidos. Quanto mais elevado o potencial de redugao de
uma espécie quimica, maior sera o seu poder oxidante (receptor de elétrons). Na

determinagcao dos potenciais de oxidagdo e/ou de reducgdo, convencionou-se



como eletrodo padrao o eletrodo de hidrogénio, atribuindo o valor zero ao
potencial nas condi¢gbes padrées (Eletrodo Padrdo de Hidrogénio). Os potenciais
dos demais elementos sdo calculados em relacdo ao que se convencionou
potencial padrdo. Como a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC) indica que as semi-reagdes redox sejam escritas como reducgdes, o
potencial redox (En) € a propriedade redox associada qualitativamente as
equacgdes de reducao nestas reagdes quimicas (Stumm e Morgan, 1996).

Os principais elementos quimicos afetados pelas reagdes redox nos solos
sao: C, N, O, S, Mn e Fe. Nos solos contaminados podem-se acrescentar ainda
As, Se, Cr, Hg e Pb. Quando se estudam sistemas naturais, deve-se estar ciente
de que as concentracdes das espécies reduziveis ou oxidaveis podem situar-se
bem distantes daquelas previstas pela termodindmica. Isso acontece, porque
muitas reagdes redox sao lentas ou nunca atingem o equilibrio. Assim, por
exemplo, nos sistemas aquaticos, e mesmo nos solos, existe uma diferenca
marcante no ambiente redox entre a superficie em contato com o O, da atmosfera
e as camadas mais profundas desses sistemas. Entre tais camadas, acontecem
numerosas zonas intermediarias resultantes de misturas ou difusdes imperfeitas
que, somadas as complicagdes resultantes das variadas atividades bioldgicas,
produzem um sistema redox global que difere das previsdes para os efeitos redox
dos subsistemas isoladamente. Portanto, um equilibrio perfeito quase nunca é
atingido (Stumm e Morgan, 1996).

A matéria organica humificada constitui a principal fonte de elétrons para
as reagdes redox nos solos e os processos de oxidagao da matéria orgénica séo
0s principais responsaveis pelo controle do balango de carbono no solo.

Ao acoplar o inverso da semi-reacdo de redugcdo da matéria organica,

representada simplificadamente por CH,0, a semi-reacéo de redugao do oxigénio,

tem-se:
= + -
CH2O (qq) * H20() = CO2 () * 4H (oq) * 48 (5q) (Eq. 1)
Oy, ., +4H" + 4e” = 2H,0 (Eq.2)
(aq) (aq) 2~()

CH20(|) + 02(9) = COy @ T H20(|) + energia

Nos solos bem drenados a decomposi¢céo da matéria organica é realizada

por uma grande diversidade de microrganismos. Devido a elevada energia



liberada durante a respiragdo aerdbia desses microrganismos, a decomposi¢cao
do substrato e a sintese de material celular acontecem rapidamente. A maior
parte da matéria orgéanica labil é convertida a CO,. O residuo bastante resistente,
formado principalmente de lignina alterada, de espécies como CO;H e de radicais
livres do tipo semiquinonas, precursores da humificagao (Stevenson, 1994; Milori
et al., 2002).

Em condicbes anaerdbias, resultantes da deplegdo do O,, apds o
alagamento do solo, ou mesmo em micrositios andxicos, como interiores de
micropéros saturados por &gua, 0s microrganismos aerobios tornam-se
quiescentes ou morrem. Os microrganismos facultativos e anaerdbios entédo
proliferam, usando os compostos de carbono como substrato e compostos de
N(V), Mn(lV), Fe(lll) e S(VI), para transferir seus elétrons provenientes da
respiragcdo. Nos sistemas alagados, a decomposicdo da matéria organica
acontece quase inteiramente pela agdo de microrganismos anaerdbios e/ou
facultativos. Como as bactérias anaerdbias operam em um nivel de energia bem
menor que as aeroébias, tanto a decomposi¢cdo como a assimilagcédo, sdo bem mais
lentas nos sistemas submersos. Esse fato é ilustrado pela acumulacdo de
residuos de plantas em pantanos e em sedimentos submersos (Sposito, 1989).

A diferenca fundamental entre decomposicao aerdbia e anaerdbia reside
na natureza dos produtos finais. Assim, as condi¢gdes redox intermediarias em
solos situam-se entre dois extremos:

- solos bem drenados: CO, , NO53 , SO%, e residuos resistentes a futura
decomposigéo (humus).

- solos alagados: CO; , Ha , CHs , NH3 , N2, HoS |, mercaptans e residuos
parcialmente humificados.

Até a formagao do metabdlico-chave acido piravico (CH;COCOOH), o
metabolismo dos carboidratos €, provavelmente, o mesmo em condigdes aerdbias
€ anaerobias. Na auséncia do O,, os prétons e elétrons, formados durante tal
processo, sao transferidos para as espécies oxidadas do solo ou para os
metabdlitos organicos. A transformagcdo do acido pirdvico em condigbes
anaerdbias leva a formacdo de uma série de substancias orgénicas instaveis
(etanol, acido férmico, acido acético, acido propiénico, acido butirico), seguida de
evolugdo de CO;, , CH4, Hy, CoH, . Quando o O, e os receptadores secundarios

estdo ausentes, os microrganismos do solo (ou de outros sistemas) podem, ainda,



extrair alguma energia dos compostos organicos pela fermentacdo. Essas
reagdes liberam, aproximadamente, 10% de energia. Isso significa que os
produtos (etanol, metano, etc) retém cerca de 90% da energia.

A variagao de energia livre de uma reagao redox é de natureza elétrica e
as seguintes equacdes podem ser obtidas de acordo com a primeira e segunda

leis da termodinamica:

AG=AG°+RTInQ (Eq. 4)
e

AG=-nF Ey (Eq. 5)
onde,

AG = variagao de energia livre de Gibbs da reagéo;

AG° = variagdo de energia livre padrao da reagdo, quando todos os reagentes e
produtos estdo em seu estado padrao;

R = constante dos gases, igual a 1,987 cal K mol™;

T = temperatura em Kelvin, que a 25° C é igual a 298,15 K;

n = mol de elétrons transferidos na reacgao;

F = constante de Faraday, igual a 23,061 kcal V"' mol™;

En = potencial da cela para a reacgao.

Para a obtengdo de Q (quociente da atividade de produtos e reagentes),

considere a reacao geral dada abaixo:

NAox * MBRred =PARed + dBox (Eq. 6)

considerando também a velocidade de reversibilidade da reacao (V1 e V»):
\Y
NAox +MBRed ———>PARed +dBox (Eq. 7)

Vv
PARed +aBox —2—>NAoy +MBReg (Eq. 8)



As taxas de reagdes sao proporcionais aos produtos e reagentes, de acordo com

as seguintes relagoes:

Vi~ (Aox )n (Bred )m (Eq. 9)
e
V2 ~ (Ared)” (Box)* (Eq. 10)

Introduzido as constantes de proporcionalidade ki e kz, nas equagdes 9 e 10,

respectivamente, o equilibrio é atingido quando as taxas de reagéo s&o iguais, ou

seja:

Vi=V; (Eq. 11)
e assim:

k1(Aox)" (Bred)" =k2 (Ared)” (Box )" (Eq. 12)
ou

k1 _ (ARed)°(Box)* ~a (Eq. 13)

K2 (Aox)"(Bred)™

No equilibrio quimico, Q define a constante de equilibrio da reacdo (K) e a

equacao 4 pode ser reescrita como:
AG=AG°+RTInK (Eq. 14)
Como no equilibrio AG = 0:

AG°=-RTInK (Eq. 15)



Substituindo os valores apropriados de R e T e aplicando log:

AG°=—(0,001987 kcal grau™) (298,15 graus) (2,303 log K) (Eq. 16)

AG°=-1364logK (Eq. 17)

Combinando as equacgdes 5 e 14, pode-se relacionar o potencial redox padrao

(En®) para a semi-reagao a constante de equilibrio termodinamico pela expressao:

logK = (23’0?’;)5'5'*0) (Eq. 18)
que, simplificadamente, é:

logK=16,91nEH° (Eq. 19)
ou

EH°=MI09K (Eq. 20)

Assim, as propriedades K, AG° e Ex° indicam a atividade das espécies, a
variagdo de energia livre e a previsdo de ocorréncia de uma reagao redox,

respectivamente (Struyk e Sposito, 2001).

2.1.1. Conceito de pe

De maneira analoga a atividade de protons e ao uso do pH, definido como
- log (H"), a atividade de elétrons pode ser expressa em termos de - log (€).
Dessa maneira, os elétrons podem ser tratados como os demais reagentes e
produtos, permitindo que uma unica constante de equilibrio defina
simultaneamente os equilibrios quimico e eletroquimico.

Consideremos para uma semi-reagao redox simples:
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k-_(Red) (Eq. 21)
(Ox)(e)"
logK = Iog—(Red) —nlog(e ) (Eq. 22)
(Ox)
Por defini¢éo:
-log (e) = pe (Eq. 23)
1 1 (Ox)

e =—logK+—log———— Eq. 24
pe = JlogK+log o (Eq. 24)
No equilibrio, (Ox) = (Red), a equacéao pode ser escrita como:

1
pe®=—logK (Eq. 25)
n
Portanto,
1. (Red)

e =pe® ——Ilo Eq. 26
pe =pe® —1og” 559 (Eq. 26)
Quando (Ox) = (Red):
pe = pe° (Eq. 27)

O pe indica a tendéncia de oxidagao e reducdo em um sistema. Valores
elevados de pe favorecem a existéncia de espécies pobres em elétrons (i.e.,
oxidadas), assim como valores elevados de pH favorecem a existéncia de
espécies pobres em protons (i.e., bases). Valores baixos de pe favorecem a
existéncia de espécies ricas em elétrons (ou reduzidas), assim como valores
baixos de pH favorecem espécies ricas em prétons (i.e., acidos). Porém, o pe se

diferencia do pH por adotar valores negativos. Esse fato resulta da diferenca na
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convengao estabelecida para a interpretacédo das medidas de pe e pH, realizadas
em células eletroquimicas.

Usualmente os valores de pe® ndo sdao encontrados na literatura, pois o
pe € geralmente obtido de forma indireta por métodos eletrométricos, que medem
a forga eletromotriz (f.e.m.) do sistema redox em relagdo ao sistema padrao, que
por definicdo, € o do hidrogénio. Tais métodos, portanto, especificam uma
diferenca de potencial entre eletrodos em termos da f.e.m. da cela, dada em

Volts. A relagédo entre essas propriedades eletroquimicas é dada a seguir.
2.1.2. Relagao entre Ey e pe

Combinando as equacdes 20 e 25, pode-se escrever:

__EBn Eq. 28
Pe = 005916 (Ea. 28)

quando Ey é expresso em Volt (V). A mesma relagao € dada por:
En =0,05916 pe (Eq. 29)

Utilizando as equacgdes 26 e 28, obtém-se a Equacgéo de Nernst:

EH =EH®

—MIOQQ (Eqg. 30)
n

Experimentalmente, ndo € possivel determinar um potencial absoluto,
mas sim em relagcdo a semi-reagao de redugdo do hidrogénio (En) que, por
convengao, € o eletrodo primario ou padrdo, em que o potencial redox e a
variagdo de energia livre padrao da reagdo s&o iguais a zero, e a constante de
equilibrio é igual a uma unidade. Os potencibmetros medem a forga eletromotriz
(f.e.m.) gerada pela diferenga de potencial eletroquimico entre dois eletrodos,
sendo um eletrodo de referéncia e um eletrodo sensivel. Os eletrodos podem ser
construidos de modo a permitirem reagao redox entre um metal e uma solugao

especifica.
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Em contato com a solugao, os metais tendem a se oxidarem, liberando os
cations correspondentes em solucao, e os elétrons livres ficam na placa metalica.
Se um dos metais utilizados possuirem maior tendéncia a sofrer oxidagdo em
relacdo ao outro, havera um fluxo de elétrons no sistema, a partir do metal com
maior tendéncia a oxidagcao para o de menor tendéncia, gerando a f.e.m., que é
detectada pelo potencidmetro acoplado entre o anodo (doador de €’) e o cadoto
(aceptor de €), no circuito elétrico (sistema em que o elétron flui do anodo para o
cadoto por um condutor). Tal forca é uma corrente elétrica gerada pelo catodo,
suficiente para impedir o fluxo de elétrons vindos do anodo. A f.e.m. é medida em

V, grandeza que pode ser representada por:

_ Woule
1Coulomb

(Eq. 31)
A passagem de 1 coulomb (C) é capaz de realizar o trabalho de 1 joule (J).

A f.e.m. esta relacionada a atividade de cations em solugao pela equagao
de Nernst. Tal equacao prediz que o potencial da semi-reagdo mudara 0,05916 V
a cada alteragao em dez vezes na concentracdo de uma substancia envolvida na
transferéncia de um elétron. Para n elétrons, a variagdo sera (0,05916/n) V por
mudanca de dez vezes na concentracdo de uma das substancias da reacao
redox. Essas predi¢gdes se cumprem em meios diluidos, ndo s6 do ion eletroativo,
mas de todas as espécies idnicas presentes. Os instrumentos sao construidos de
modo que a atividade de um dos ions em solugédo seja conhecida (eletrodo de
referéncia). Assim, a f.e.m. passa a ser fungao apenas da atividade do outro ion,
que é a variavel desconhecida (eletrodo sensivel).

Os eletrodos de referéncia possuem potencial padrao fixo, sendo que os
eletrodos primarios possuem um metal em equilibrio com seus ions, embora,
geralmente, sejam utilizados padrdées secundarios em relagdo ao eletrodo padrao
de hidrogénio. Dessa forma, sdo construidos eletrodos nos quais um metal esta
em equilibrio com uma solugdo saturada de um sal pouco soluvel. Os eletrodos
mais comuns sédo o AgCl, Ag e o eletrodo de calomelano (Hg2Cl,, Hg).

No eletrodo AgCI, Ag, as equagdes abaixo podem ser estabelecidas:
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Ag ) =Ag" @a) + € () (Eq.32)
- - Eq.

Ag (aq) T Cl (aq) = AQC| ) ( q 33)

Ag ) +Cl'@q) =AgCl ) + € ()

(Eq.34)
Neste caso, segundo a Equacao de Nernst:
Ey —Ep® 0,05916Iog (AgCI)_ (Eq. 35)
n (Ag)(CI™)
Sendo, (AgCl) = (Ag) = 1,0, a equagao pode ser reescrita como:
Ey =EH° 0,05916l0g (Eq. 36)

(CI")

Dessa forma, o potencial depende apenas da atividade de cloreto (Cl') em
solugcdo, que é mantida constante por meio de solugdo KCI saturada em contato
com o metal, conferindo aos eletrodos potencial constante e conhecido
(referéncia). Geralmente, o eletrodo sensivel a reagbes redox associado ao
eletrodo AgCl, Ag é o eletrodo de platina (Pt). O potencial lido na cela pode ser

desmenbrado em:

f.e.M.ceia = Ex(referéncia) - Ep(sensivel) (Eq. 37)

2.1.3. Diagramas pe-pH

Em tese, € possivel predizer reagdes de oxidacdo e reducdo em sistemas
naturais usando diagramas de equilibrio pe-pH. Sendo a agua o meio principal
para essas reacbes, torna-se necessario definir os limites de estabilidade
termodinamica da mesma. O oxidante mais forte geralmente encontrado na agua
€ o oxigénio molecular (O;). Oxidantes mais fortes que o O, n&o persistem na
agua, porque reagem com a mesma para liberar O,. O redutor mais forte

geralmente encontrado na agua é o H,. Redutores mais fortes que o H; néo
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persistem na agua, porque reagem com a mesma para liberar H,. A agua age,
assim, nivelando a forga dos oxidantes no sistema.

O diagrama pe-pH (Figura 1) mostra os valores de pe encontrados nos
solos (area hachurada) e os campos de estabilidade da agua. S6 as substancias
que aparecem entre as reagdes, que determinam o campo de estabilidade da
agua, serdo estaveis em solugdo aquosa em ambas as formas, oxidadas e

reduzidas.

+10

pe

Figura 1- Diagrama pe-pH. O perimetro pontilhado representa o dominio
acessivel pelos microrganismos e os pontos formando a area
destacada representam os resultados experimentais. Adaptada de
Baas Becking et al. (1960).

Para o equilibrio entre o oxigénio molecular e a agua (log K = 83,10):

O3 (g) +4H" (ag) +4€ (ag) =2H20 ( (Eq. 38)

<= (HOP
p0x(H (e )*

(Eq. 39)

pe =20,78 + % log pO2 pH (Eq. 40)
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pe +pH=20,78 + ¥, 1ogpO2 (Eq. 41)

Assumindo a pressao parcial de oxigénio (pO2) igual a 1 atm (condicdo de

maxima oxidacao):

pe =20,78 -pH (Eq. 42)
ou,
pe + pH = 20,78 (limite superior de estabilidade da agua) (Eq. 43)

Para o equilibrio entre a agua e o H, , tem-se a equacgao de redugéo:

2H30 () + 2€ (aq) =H2 () + 20H (aq) (Eq.44)
20H (aq) +2H"(aq) = 2H20 (Eq.45)
2H(aq) + 2€7 (aq) = Hzg (Eq. 46)
H
K = % (Eq. 47)
(H)>(e )
Como, para a semi-reagao obtida, log K = 0:
1 H
pe =~ log-~2 (Eq. 48)
2 7 H
1 +
pe = Elog pHo +log(H") (Eq. 49)
1
pe= pH Elog pH2 (Eq. 50)
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Assumindo pH; = 1atm (condicdo de maxima reducgéao)

pe=-pH ou pe+pH=0 (Eq. 51)

que é o limite inferior do campo de estabilidade da agua.

A sequéncia de redugao nos sistemas naturais como os solos é também
refletida na sucessdo de microrganismos: aerobios, aerdbios facultativos e
estritamente anaerébios. O curso, a velocidade e a grandeza da variagao de pe
dependem da qualidade (“labilidade”) e quantidade de matéria orgéanica, da
natureza e quantidade de receptores secundarios de e, da temperatura, da
duracgéo do alagamento e dos processos cataliticos envolvidos.

Nos sistemas naturais essa amplitude de pe pode ser divida em trés

grupos, indicando o seu estado redox (Quadro 1):

Quadro 1- Amplitude de pe (e de pe + pH) em solos e o estado redox

correspondente
Estado redox pe (pH 7,0) pe + pH
Solos “Oxicos” (oxidados) >5 >12
Solos “subdxicos” (suboxidados) 2a5 9a12
Solos “anoxicos” (reduzidos) <2 <9

Fonte: Velloso et al. (1993).

Os solos subodxicos diferem dos “Oxicos” por apresentarem valores de pe
suficientemente baixos para que ocorra deplecao de O,, porém, ndo baixos o
bastante para a deplegdo dos ions SO,

Na solugdo do solo com pe + pH abaixo de 18, os elétrons passam a
existir em quantidade suficiente para a redugdo de O3 ) a H>O. Abaixo de pe +
pH = 12, o oxigénio deixa de ser estavel. Acima de pe + pH = 12, o oxigénio é
consumido nos processos de respiragao aerobia.

Em valores de pe + pH < 15 ha atividade de elétrons para a redugao de
NOs; a NOs, N2, NoO , ou NH,™ . A desnitrificacdo constitui um caso especial de

nitrato-respiragéo, em que Ny e N,O sdo produzidos.
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Valores de pe + pH entre 14 e 12 indicam quantidades suficientes de
elétrons para a reducdo de Fe e Mn nas fases solidas. A reducado do Fe(lll)
somente acontece apdés o consumo de O, e NOs . A redugdo do Mn(lV) pode,
entretanto, iniciar-se na presenca de nitrato. As reducdes de Fe(lll) e Mn(lV) séo
caracteristicas de ambientes subodxicos.

Abaixo de pe + pH = 9 o solo torna-se andxico, e quando pe + pH < 7
existe disponibilidade de elétrons para a reducao de sulfato, que € catalisada por
uma variedade de bactérias anaerdbias. Como resultado da redugdo aparecem
H.S, HS', S,05°.

Como ja mostrado, a seqliéncia de reagdes quimicas das espécies de
elementos como O, N, Mn, Fe e S (Quadro 2) corresponde também a uma
sequéncia ecoldgica de microrganismos (catalisadores biolégicos que mediam
essas reagdes). Os microrganismos aerobios (que utilizam O, para oxidar a
matéria organica) nao atuam abaixo de pe + pH = 12.

As bactérias desnitrificadoras, na maior parte dos casos, desenvolvem-se
entre pe + pH 17 e 7. As bactérias responsaveis pela reducdo do sulfato nio
proliferam em pe + pH acima de 9. Esses exemplos mostram que os diagramas
pe-pH retratam os dominios de estabilidade tanto para as espécies quimicas

como para as especies microbianas (Stumm e Morgan, 1996).

Quadro 2- Sequéncia de reducao em solos neutros

Semi-reacgdes de redugao Faixa de (pe + pH)
1/tOz(g) + H+(aq) *+ €-(aq) = Vs H20(|) 12,0-18,0
Y2 NO3™ + H+(aq) + €-(aq) = Yo NOZ-(aq) + H20(|) 10,4 - 15,5

¥ NO3™ + 6/5 H+(aq) + €-(aq) = 1/10 N @t 3/5 H20(|)
1/8 NO3 + 5/4 H+(aq) *+ €-(aq) = 1/8 NH4+(aq) + 3/8 H20(|)

Y2 MnOys) + 2H" (aq) + €-(aq) = 72 MN** (o) + H20) 10,4 — 13,8

Fe(OH) y T 2H* (aq) T €-(aq) = Fe (aq + 3H20(| 8,7-12,0
FeOOH (s) + 2H" (aq) ¥ €-(aq) = Fe (aq) 2H20(|)

Ya 804 (aq + 5/4 H aq) + e- (aq =1/8 8203_(aq) + 5/8 H20(|)
1/8 SO4 (aq) + 5/4 H (aq) + e- (aq) = 1/8 st(aq) + % H20(|)

Fonte: Sposito (1989).
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2.2. Estabilizagéo das substancias humicas

A oxidacdo da matéria organica € uma forma de transformacdo de
biopolimeros oriundos de microrganismos, plantas e animais em outras moléculas
mais simples, para que estas possam ser assimiladas de modo mais harmonioso
nos ciclos da natureza. A oxidac&do pode ser completa ou parcial. Na maioria das
vezes acontece de modo incompleto e os subprodutos serdo o substrato para as
reagcdes de humificagdo da matéria organica. No entanto, a oxidagdo total
(também chamada de mineralizagdo) de um composto organico gera como
produto final didxido de carbono, agua e ions inorganicos. Ambos 0s processos
s&o mediados pelos microganismos.

A oxidacdo de materiais orgéanicos frescos a humus, mediada
biologicamente, vem sendo explorada pelo homem desde os primérdios da
civiizacdo e é a base da adubagdo organica no processo genericamente
conhecido como compostagem. A formagdo do composto, ou adubo orgéanico
compostado, € a biodegradacdo induzida, controlada e completa, que conduz a
estabilizacdo da matéria organica. No final do processo ocorre a diminuigdo da
atividade bioldgica pela exaustdo dos estoques de substratos e competicdo entre
espécies de agentes decompositores. Ocorre também a transformacédo dos
componentes quimicos e a diminuigio do conteudo de carbono,
concomitantemente com a disponibilizagao dos elementos quimicos sob formas
organicas labeis.

A compostagem realiza-se em duas fases: a primeira, quando ocorrem as
reacdes bioquimicas de oxidacdo mais intensas, predominantemente termofilicas,
a segunda ou fase de maturagdo, mesofilica, quando ocorrem o processo de
estabilizagcao dos solidos e humificagdo. Varios sdao os métodos para a execugao
do processo de compostagem. Entre eles estd a compostagem artesanal,
realizada em pilhas ou leiras, a céu aberto e removidas por processo manual,
para a aeracdo das camadas interiores, mantendo sob relativo controle as
condicbes de temperatura e umidade dos materiais. A demanda por oxigénio
atinge o seu pico maximo durante a fase de oxidagdo do processo. Assim, o
processo de compostagem consiste em acelerar o processo de humificacdo da
matéria organica, por meio do fornecimento de condi¢gbes 6timas, ao invés das

ocorrentes naturalmente em sistemas como os solos.
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Os microrganismos sado capazes de realizar uma série de reacodes
quimicas importantes para a vida no planeta. Tomemos a fotossintese, por
exemplo, um processo no qual a luz absorvida é convertida em energia quimica
pela molécula de clorofila presente nas algas cianoficeas. De forma resumida,

temos (Taiz e Zeiger, 1991):
CO,+H,0 = {CH,0} + O, (Eq. 52)

onde {CH,O} representa a nova biomassa produzida neste processo, que requer

energia (AG = + 475 kJ mol™). A reagao inversa, ou seja, a degradacdo da matéria
organica (oxidagao ou respiragéo) libera a mesma quantidade de energia (AG = -
475 kJ mol™):

{CH,O} + O, = CO,+ H,O + energia (Eq. 53)

Existem fungos com habilidade de sintetizar enzimas com capacidade de
degradar as ligninas e oxidar a MOS. Esse complexo € formado majoritariamente
pelas enzimas lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacases que
genericamente formam as fenoloxidases . Essas enzimas oxidam seus substratos
pela redugcao de um elétron para a formagao de um radical catidénico. Estes fungos
caracterizam-se por serem bons produtores de lacase, fenoloxidase dependente
de cobre. Esta enzima lignolitica tem a capacidade de catalisar reagbes de
desmetilacdo, que é um passo inicial e importante para os processos de
biodegradagdo de cadeias poliméricas, com subsequente decomposi¢cdo de
macromoléculas de lignina pelo rompimento de anéis aromaticos e ligagdes C, -
Cp, em estruturas fendlicas.

As ligninas sdao um polimero derivado de grupos fenilpropandides
denominados CsC3 ou, simplesmente, unidades Cg, repetidas de forma irregular,
que tém sua origem na polimerizagcdo desidrogenativa do alcool coniferilico. A
compostagem de residuos de madeira € um modelo interessante para o estudo
do processo de humificagdo ja que parte consideravel da matéria orgéanica
humificada do solo, em média cerca de 36% da estrutura dos acidos humicos é
formada por compostos aromaticos e parece ser constituida pela unido e

ressintese de polimeros complexos de hidroxi-fendis, acidos hidroxibenzdicos e
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outras substancias aromaticas, ligadas a peptideos, compostos aminoagucares,
acidos graxos, parede celular e fragmento protoplasmatico microbiano, e
possivelmente outros constituintes. Estruturas condensadas de anéis aromaticos
e partes de lignina e moléculas de melanina podem também integrar com o
hamus (Budziak et al., 2004). Assim, a estabilizacdo do C no solo sob a forma
humificada resume a qualidade dos processos ecoldgicos que estdo ocorrendo no
sistema. A microbiota possui um papel fundamental no ciclo do C e o solo, o
hospedeiro do maior compartimento organico. As alteragdes em tal ambiente sao
precisamente refletidas pelo processo de humificagdo da matéria organica.

Usando a ressonancia paramagnética de elétrons (RPE) para estudar o
processo de humificagdo, Budziak et al. (2004) concluiram que os radicais livres
organicos formados durante a compostagem da serragem de madeira
correspondem a orto-semiquinonas, formadas na cisdo homolitica: ¢-O-CHz — ¢-
O’ + 'CHs. Assim, um dos processos quimicos ligados a formacgdo de acidos
hamicos durante a compostagem esta ligado a quebra de ligagao ¢O-CH3 por
cisdo homolitica com formagao de 2 radicais livres organicos, O" e ‘CH;. As
possiveis estruturas de orto-semiquinonas formadas reagem entre si produzindo
aumento da cadeia organica aromatica, ou com "H para formar um grupo fendlico.
Os radicais livres ‘CH3; devem formar metano, gas liberado em pequenas
quantidades no processo de compostagem, por reagdo com o ‘H. A formacao de
espécies reativas aromaticas (CRLS) aumentam com o grau de humificagdo da
matéria organica, resultando nas SH (Figura 2).

A biota utiliza-se dos compostos simples e recentemente aportados ao
solo. Os precussores fendlicos de quinonas que polimerizam para formar SH séo
formados por um variado conjunto de processos, incluindo a degradagao
microbiolégica da lignina (Kirk, 1984) e os produtos da sua respiragdo. Com a
idade do material humificado, as cadeias carbdnicas centrais da estrutura se
condensam, resultando em aumento de aromaticidade (Stevenson, 1994).

De acordo com a sua solubilidade, as SH podem ser fracionadas em:
acidos humicos (AH), soluvel em alcali e insoluvel em acido; acidos fulvicos (AF),
soluvel em alcali e soluvel em acido; e humina, insoluvel em alcali e acido
(Stevenson, 1994).
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Figura 2- Semiquinonas produzidas pela redugéo de quinonas ou pela oxidagao
de para e orto-difendis. Fonte: Budziak, et al. (2004).

A concentragcdo e as caracteristicas quimicas dos AH por sua
sensibilidade a alteragdes no sistema tém sido escolhidos para a avaliagéo da
reatividade e da qualidade, em geral, da MOS (Labrador, 1996).

Potenciais desvantagens do estudo fracionado das SH tém sido objeto de
preocupagdes da comunidade cientifica. Nas condigbes de alcalinidade
encontradas no fracionamento da MOS, possiveis alteracbes estruturais das SH
podem ocorrer, incluindo hidrélises dos ésteres e incorporagdo de oxigénio na
estrutura humica. Ainda podem ser citados processos como a formacdo de
contaminantes durante o isolamento de SH aquaticas ou provenientes de solos
sob aportes de agrotoxicos (Thurman e Malcolm, 1981). Enfim, o fracionamento é
essencial para o entendimento das SH, todavia, € necessaria uma procura
constante de procedimentos que minimizem as alteragcbes durante a extracio,
isolamento e purificagdo das fragbes da matéria organica humificada.

Estudos espectroscopicos e fisico-quimicos tém demonstrado a existéncia
de quatro caracteristicas estruturais principais das SH que influenciam sua
reatividade quimica (Sposito, 1989): (1) polifuncionalidade, indicando a existéncia
de uma variedade de grupos funcionais e uma faixa larga de reatividade dos
grupos funcionais, representando uma mistura heterogénea de polimeros
interativos; (2) carga macromolecular, o desenvolvimento de um carater aniénico

numa rede macromolecular, com efeitos na reatividade dos grupos funcionais e
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conformagao molecular; (3) hidrofilicidade, a tendéncia de formar ligacbes de
hidrogénio fortes com moléculas de agua solvatando grupos funcionais polares,
como COOH e OH; (4) flexibilidade estrutural, indicando a capacidade de
associacgao intermolecular e de mudanga de configuragdo molecular em resposta
a mudancas nos valores de pH, condigdes redox, concentragcdo de eletrolitos e
ligacéo de grupos funcionais.

Assim, a reatividade da matéria organica humificada no ambiente sera
governada pela qualidade e quantidade de grupos funcionais presentes em sua
estrutura. Dessa forma, a ocorréncia destes grupos acidos resulta em geragao de
cargas elétricas dependentes do pH, que serdo predominantemente negativas
nos valores usuais de pH dos sistemas naturais.

Os estudos atuais tém sugerido uma concepcédo sobre a estrutura
molecular ndo discreta das substancias humicas (Piccolo et al., 1990; Piccolo,
2001; Simpson et al., 2001; Wang e Xing, 2004). Usando a cromatografia por
exclusado de tamanho, Piccolo e Nardi (1996a; b) verificaram que a absor¢ao de
luz por AH em 280 nm foi reversivelmente alterada de faixas de baixo para alto
tamanho molecular com a adigdo de acidos organicos para acidificar o pH da
solucao de acidos humicos (Piccolo e Nardi, 1996a). Foi sugerido entdo, que em
vez de um polimero estavel em pH neutro ou alcalino, os acidos humicos se
comportariam como uma associagao supramolecular de entidades quimicas
relativamente pequenas e heterogéneas que se mantém unidas pela agcdo de
forcas fracas dispersivas, tais como forcas de van der Waals e interagcbes 11-11 €
CH-11. A associacao supramolecular em solucio € formada entdo através da auto-
unido de dominios hidrofébicos de compostos anfilicos. De acordo com Piccolo e
Conte (2000) e Piccolo (2001) os dominios hidrofébicos e hidrofilicos de
moléculas humicas podem estar em contato ou conter em cada um deles a agua
de hidratagédo, formando uma associagado de agregados humicos que apresenta
um peso molecular alto apenas aparente. Evidéncias adicionais sobre o arranjo
supraestrutural de SH foram obtidas através de métodos espectroscopicos
(Simpson et al., 2001; Wang e Xing, 2004). Na associacdo humica
supramolecular, as forgas intermoleculares determinam a conformacéao estrutural
das SH e a complexidade de multiplas interacées ndo covalentes que controlam e
regulam a sua reatividade no ambiente (Piccolo et al., 1999; Rovira et al., 2002).

Assim, dentre as caracteristicas das SH que governam a sua reatividade nos
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sistemas naturais, destaca-se a sua participagdo em reacdes redox (Sposito,
1989).

2.3. Propriedades redox das substancias humicas

Os estudos prévios a respeito da atividade redox de SH usaram varios
métodos como as titulagbes redox continuas (Helburn e MacCarthy, 1994;
Matthiessen, 1996), as titulagbes descontinuas (Szilagyi, 1973; Orstemberg e
Shirshova, 1997) e estimativas indiretas, que se basearam nas reagdes de SH
com elementos como o Fe(lll) (Szilagyi, 1971; Lovley et al., 1996, 1998; Scott et
al., 1998), Mn(1V) (Sunda e Kieber, 1994), V (V) (Wilson e Weber, 1979; Lu et al.,
1998) e Hg(ll) (Alberts et al., 1974; Skorgerboe e Wilson, 1981). As titulacbes
continuas envolvem medigdes do Ey apds cada adicdo de oxidante, a valor
constante de pH. O ponto final da titulagdo ocorre quando a maxima relagcao entre
a variagdo no potencial do eletrodo com os incrementos de titulante. Ja as
titulagdes descontinuas diferem-se principalmente pelo fator tempo (dias ao invés
de minutos ou horas entre as adi¢gbes de titulante), permitindo a proximidade do
equilibrio em sistemas fechados a cada medi¢ao da f. e. m.

A técnica de titulagdo continua oferece duas principais vantagens em
relacdo a descontinua. Em primeiro lugar, as titulagbes continuas permitem a
obtencao de informacgdes com relagdo a capacidade de oxidagdo dos AH. Outra
vantagem da continuidade na titulagdo redox resulta de maior informagao sobre
as mudancgas no potencial do eletrodo apds a adigao de titulante, antes do ponto
final ser alcancado.

Visser (1964) e Helburn e MacCarthy (1994) obtiveram titulagdes redox
continuas de AH, utilizando o ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)s) como
oxidante. O primeiro autor utilizou amostras extraidas de diferentes profundidades
de um depodsito de turfa em regido tropical (“sphagnum peat”), enquanto no
segundo caso, os autores utilizaram amostras de solos turfosos da Irlanda,
diferentes fontes de fendis e amostras compostas da mistura entre todas as
fontes. Estes trabalhos evidenciaram similaridades entres as curvas de titulagao
obtidas a pH > 9,0. Matthiessen (1996) também usou as titulagbes continuas,
usando o I, como oxidante, para estudar solu¢gdes tamponadas de acidos humicos

sintéticos.
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Lovley et al. (1996) verificaram a habilidade de AH para atuar como
mediador de elétrons entre microrganismos e 6xidos de férricos bem cristalizados
ou Fe(lll) contido nos argilominerais. Os autores encontraram evidéncias de que
0s microrganismos reduzem SH, que por sua vez reduzem o Fe(lll) dos
argilominerais. Assim, os microrganismos conseguem acessar o Fe(ll) soluvel,
produzido por meio da reagao redox.

Lovley et al. (1998) examinaram amostras provenientes do banco da
International Humic Substances Society (IHSS, 2006) e uma preparagao
comercial (Aldrich) e a 2,6-antraquinona dissulfonato (AQDS), um composto com
propriedades quimicas com propriedades redox semelhantes as dos AH (Curtis e
Reinhard, 1994). Inicialmente, os autores incubaram os AH com microrganismos
(usando acetato como doador de elétrons) e apos separarem as células por
filtracdo, adicionaram citrato de Fe(lll) (Lovley et al., 1996) e mediram a
quantidade de Fe(lll) reduzido a Fe(ll). Lovley et al. (1998) também estudaram
microorganismos e sua capacidade de crescer em meio contendo apenas AH
como aceptor de elétrons. Apenas um microrganismo redutor de Fe(lll), da familia
Geobacter conseguiu reduzir AH. Benz et al. (1998) verificaram que os AH atuam
como mediadores na reacao de reducao du Fe(lll) a Fe(ll) pelos microrganismos.

Scott et al. (1998) estudaram a funcionalidade dos AH e indicaram que os
grupos quinona sado os principais responsaveis pela transferéncia de elétrons
entre microrganismos, AH e Fe(lll). Tal reagao foi também reportada por Lovley et
al. (1996, 1998). Trabalhos prévios haviam indicado incrementos nas taxas de
transferéncia de elétrons nas reagbes entre compostos halogenados e
nitroaromaticos e espécies reduzidas de N e S quando AQDS ou AH foram
adicionados ao sistema (Dunnivant et al., 1992; Curtis e Reinhard, 1994). O
aumento das taxas de reacdo foi atribuido a atuagdo dos grupos quinona
presentes nos mediadores (AQDS e AH). Adicionalmente, Lovley et al. (1996)
demonstraram que algumas substancias contendo grupos funcionais quinona
também foram responsaveis pela habilidade de microrganismos conseguirem
crescer em meio contendo apenas oxidos de Fe(lll). Os autores relacionam
aumento da densidade de células microbiologicas e producéo de Fe(ll) quando os
compostos quinona ou AH estavam presentes.

Quanto as caracteristicas e propriedades usualmente relacionadas com a

reatividade dos AH, Scott et al. (1998) encontraram correlagdes positivas e
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significativas entre a atividade redox de AH e o grau de aromaticidade do C nos
AH, determinado por espectroscopia de ressonancia magnética do *C (RMN '3C).
A capacidade redox dos AH também se correlacionou com a concentracdo de
radicais livres obtidos por espectroscopia de ressonancia paramagnética (RPE)
(Scott et al., 1998). Estes mesmos autores reportam incrementos nos teores de
radicais livres apds incubagdo dos AH com os microrganismos, seguida do
incremento de AH reduzido. Os radicais semiquinonas que se originam quando os
grupos quinona presentes nos AH sofrem a redu¢do de um elétron e sdo estaveis
a temperatura ambiente, podendo ser determinados por meio de RPE (Senesi et
al., 1977). Quando semiquinonas recebem um outro elétron, forma-se o radical
hidroquinona. Grupos funcionais fendlicos contidos nos AH podem, ainda, perder
um elétron e originar os radicais semiquinonas, que, com a transferéncia de mais
um elétron, formam-se as benzoquinonas (Figura 3).

Esta hipétese foi testada por Wilson e Weber (1979), que utilizaram AH
isolado de um horizonte de solo organico para reduzir V(V) a V(IV). Os autores
determinaram o sinal de radicais semiquinonas antes e depois da oxidagao dos
AH pela redugdo do V. Também obtiveram relagbes significativas entre as
quantidades de V reduzido formado e a concentracdo de radicais semiquinonas
nos AH. A partir da conversdo do numero de spins por grama de AH, obtiveram
por RPE a concentragdo em mols de spins eletrénicos por grama de AH. De
acordo com as suas anadlises, os radicais semiquinonas podem representar
aproximadamente 1 % dos elétrons necessarios para formar V(IV) a pH 2,0. A pH
12,0 estes mesmos radicais representariam 10 % dos doadores. Assim, o0s
autores questionaram os obstaculos conformacionais, argumentando que as SH
apresentariam, em solugdo, os anéis aromaticos hidrofébicos localizados no
centro da sua estrutura, inacessivel as espécies de vanadil (V=0) (Wilson e
Weber, 1979). Estes autores, no entanto, n&o fizeram uma proposta que

explicasse toda a redugéo do V.
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Benzoquinona Semiquinona Hidroquinona

Figura 3- Reacdes redox envolvendo residuos de quinonas. Fonte: Scott et al.
(1998).

Senesi et al. (1977) utilizaram RPE para estudar AF derivados de solos e
verificaram que a CRLS diminuiu durante a oxidagdo com H,;O,, Ag>,O e NalQy,
em experimentos conduzidos a pH 7, 10 e 13. Todas as medi¢des por RPE foram
realizadas com a atmosfera ambiente. Entretanto, & possivel que o menor sinal
obtido para semiquinonas reportado seja resultado da oxidagdo dos radicais
semiquinona por oxigénio (Wilson e Weber, 1979), indicando que estes néao
tenham participado da reacao redox.

A importancia das reacgdes redox, que normalmente ocorrem em todos os
solos, esta diretamente relacionada aos processos de acumulacéo e reatividade
da matéria organica humificada e, por conseguinte, afeta toda a quimica,
fertilidade e biologia (mais especificamente a microbiota do solo e produgao
vegetal). Um exemplo do papel dos AH como agentes redox no sistema solo € a
reducao de Fe(lll) a Fe(ll), que € um processo essencial para a nutrigdo celular,
uma vez que esse elemento é predominantemente assimilado na forma reduzida.
Os estudos indicam que os AH sao mediadores da redugao microbioldgica do
Fe(lll), ou seja, grupos quinona oxidados presentes nos AH sao reduzidos por
microrganismos e entdo reduzem Fe, oxidando-se novamente (Szilagyi, 1971,
1973, 1974; Lovley, 1996, 1997; Lovley et al., 1998, 2000).

A reducao microbiana de AH nao s6 tem consequéncias para o ciclo do

Fe, mas também no destino de poluentes orgénicos e inorganicos que chegam ao
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ambiente, tais como, mobilizagao e retencdo de metais toxicos e hidrocarbonetos
(Coates et al., 1998; Kappler et al., 2004; Keum e Li, 2004). Os grupos funcionais
quinonas presente em concentragdo elevada nas substancias humicas sdo os
principais responsaveis pela atividade redox dos AH. As reagbdes de oxidagao e
reducao de grupos quinona sao provavelmente as responsaveis pela capacidade
redox dos AH (Lovley et al., 1998; Hernandez e Newman, 2001). Sistemas
aromaticos com residuos de quinonas como aceptores de elétrons também sao
sugeridos por Chen et al. (2003).

Os grupos quinonas poderiam atuar como mediadores na transferéncia de
elétrons para contaminantes. Ha evidéncias que grupos quinonas da MOS
poderiam mediar a degradagdo de solventes clorados e nitroaromaticos em
solugdes aquosas (Dunnivant et al., 1992) e a redugéo de tetracloreto de carbono,
cromato, etc, por microrganismos redutores de Fe** (Fredrickson e Gorby, 1996;
Lovley, 1997; Lovley et al., 1998, 2000; Kim e Picardal, 1999; Ramos-Tejada et
al., 2003). Os potenciais termodinamicos sao favoraveis para a maioria dos
grupos quinonas atuarem como transportadores de elétrons para contaminantes
como nitrobenzenos e tetracloretos de carbono (An et al., 1996; Tratnyek e
Macalady, 2000; Medien e Zahran, 2001). Utilizando uma quinona sintética,
antraquinona-2,6-dissulfonato (AQDS), Scott et al. (1998) conseguiram estimular
a reducao de Fe*" de maneira similar ao obtido com AH.

Os microrganismos podem conservar energia para seu crescimento via
transporte de elétrons para o aceptor AQDS, resultando em antrahidroquinona-
2,6-dissulfonato, em estado reduzido (AHQDS), que pode, abioticamente, mediar
a reducado férrica, por meio da transferéncia de elétrons, regenerando AQDS,
oxidada. Quando microrganismos sao cultivados em meio contendo AQDS e Fe**,
também sao aptos a transferirem elétrons para AH. Devido a essa capacidade em
atuar como agente oxidante e redutor continuamente (Fukushima e Tatsumi,
1999), onde os grupos quinona exercem papel fundamental, os AH poderiam
estar presentes, mesmo em baixas concentragdes, que conseguiriam mediar uma
substancial quantidade de reagdes nos sistemas naturais (Motheo e Pinhedo,
2000; Kukkadapu et al., 2001; Hernandez e Newman, 2001; Marschner e Kalbitz,
2003)

A presenga de quinonas e, de uma forma mais geral, de radicais livres

nos AH tem sido utilizada como um indicador efetivo da qualidade da matéria
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organica e indiretamente da qualidade do ambiente. A presenca de radicais livres
nos AH esta associado a sua formacao e obviamente a natureza dos processos
bioquimicos e quimicos envolvidos na sua génese. A CRLS pode ser determinada
por RPE (Struyk e Sposito, 2001) e utilizada para caracterizar qualitativamente a
fracdo humificada da MOS.

Uma série de estudos tém obtido alto grau de correlagéo entre a CRLS e
o grau de humificagdo da matéria organica (Milori et al., 2002; Pérez et al., 2004;
Saab Martin-Neto, 2003). A base desses trabalhos consiste na observagao de
uma relagao direta entre o aumento do grau de humificagdo e o aumento da
concentracao de radicais livres na matéria organica humificada. De acordo com
Zech et al. (1997), a humificagao dos residuos organicos pode ser observada por
RMN "C, que permite acompanhar o aumento do contetido de C-carboxilicos,
alquilicos e aromaticos e diminuicdo de C ligado a polissacarideos. Com o
aumento da humificacdo, de uma forma geral, ocorre acumulo de estruturas
complexas e aromaticas que se estabilizam em radicais livres do tipo
semiquinonas. Portanto, o aumento da CRLS estd associado ao avango da
humificagao (Milori et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de acidos humicos

As amostras usadas no presente estudo encontram-se agrupadas em 20
AH provenientes de diferentes origens. Os trés principais grupos de amostras de
AH foram isolados de: i) Solos tipicos da paisagem do Estado do Rio de Janeiro;

ii) residuos organicos e iii) solos sob continuo cultivo com cana-de-agucar.

3.1.1. Solos da paisagem do Estado do Rio de Janeiro

Selecionaram-se solos do Estado do Rio de Janeiro (Figura 4), em
diferentes estadios de intemperismo (Quadro 3). Foram coletadas amostras da
camada superficial (horizonte A) dos seguintes solos: Luvissolo Créomico Palico
abruptico (Luvissolo), Argissolo Vermelho Amarelo Distréfico (Argissolo),
Chernossolo Argiluvico Ortico vértico (Ch. Argilavico), Chernossolo Réndzico
Saprolitico tipico (Ch. Réndzico), Latossolo Amarelo Coeso tipico (Latossolo), que

representam uma sequéncia tipica da paisagem do Norte Fluminense.
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Figura 4- Mapeamento e localizagdo dos perfis de solos amostrados na

sequéncia ltaperuna-Campos, RJ. Luvissolo Crémico Palico abruptico
(1), Argissolo Vermelho Amarelo Distréfico (2), Chernossolo
Argilavico Ortico vértico (3), Chernossolo Réndzico Saprolitico tipico
(4), Latossolo Amarelo Coeso tipico (5) e Neossolo Litdlico Eutrofico
tipico (6).
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Os solos de numeros 1 a 5, amostrados ao longo da rodovia Itaperuna-
Campos dos Goytacazes foram descritos durante a | Reunido de Classificagéo e
Correlagédo de Solos (Embrapa, 1980). O Latossolo Amarelo € caracteristico do
sedimento Barreiras e esta localizado no Colégio Agricola Antbnio Sarlo, em
Campos dos Goytacazes-RJ. Também foram coletadas amostras do horizonte
superficial de um Neossolo Litdlico Eutréfico tipico (Neossolo), localizado na
regido serrana de Petropolis-RJ, distrito de Itaipava (estrada dos Albertos).

Quadro 3- Caracterizacdo quimica de diferentes classes de solos do Estado do
Rio de Janeiro e de seus respectivos acidos humicos

Classe Variaveis (")
ki pH ApH AP CTC C  Caq
SiO2/AI;03 H,O KCI —-cmolskg™ - - gkg" -

Neossolo 1,94 44 39 -05 18 740 434 251
Ch. Rendzico 2,60 80 68 -12 0,0 2890 264 3,4
Ch. Argiltvico 1,91 66 58 -0,8 0,0 14,00 164 2,4
Luvissolo 1,80 58 50 -0,8 0,0 8,70 15,9 1,1
Argissolo 1,84 62 54 -08 0,0 9,71 13,8 1,4
Latossolo 1,60 5,1 43 -08 0,1 573 12,2 2,0

M Variaveis: pH = relacdo solo: agua ou KCI 1 mol L™ igual a 1:2,5; ApH = pHkc —
pHu0; AIP* = acidez extraida com KCI 1 mol L'; CTC= extraida com acetato de
amoénio a pH=7,0; C e Can = teor no solo e nos acidos humicos, respectivamente.

3.1.2. Residuos orgénicos

Seis residuos organicos foram escolhidos: (i) vermicomposto; (ii)
composto de esterco de curral (Curral); (iii) composto de esterco de aviario
(Aviario); (iv) composto da mistura em partes iguais, de esterco de curral e de
aviario (Curral+Aviario); (v) composto de torta de filtro (T. Filtro) e (vi) composto
de residuo organico de lixo domiciliar urbano (Lixo Urbano). O vermicomposto foi
preparado a partir de esterco de curral e de minhocas vermelhas da Califérnia
(Eisenia foetida). A coleta do material foi realizada 90 dias apos a instalagdo das
pilhas de esterco, o que correspondem a 45 dias depois de colocadas as
minhocas. Os estercos de curral e de aviario foram coletados na “Fazendinha
Agroecolégica” da Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ. Os residuos da usina

da cana-de-agucar e de lixo urbano foram amostrados, respectivamente, na Usina
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Paraiso, localizada no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ e na Companhia
de Limpeza Urbana do Municipio do Rio de Janeiro (Comlurb). A compostagem
dos residuos organicos foi realizada conforme os procedimentos usuais na
Fazendinha Agroecolégica, que, durante a fase termdfila, foram principalmente o

controle diario da temperatura e o revolvimento semanal das pilhas.

3.1.3. Solos sob cultivo continuo com cana-de-agucar

Os solos em estudo, classificados como Cambissolo Ta Haplico Eutrofico
vértico (Embrapa, 1999), estdo localizados em Campos dos Goytacazes, no
Estado do Rio de Janeiro (entre 41° 00’ — 41° 30’ W e 21° 00’ — 21° 30’ S), em
uma area plana e uniforme, 12 m acima do nivel do mar. O material de origem
consiste de aluvial franco-argiloso, proveniente de sedimentos neogénicos. A
média da precipitacdo ao longo dos anos em estudo foi de 1.080 mm ano™, a
temperatura média anual de 24,5 °C e o clima é o Aw da classificagao de Képpen.

Entretanto, as areas se contrastam quanto ao manejo da cana-de-agucar,
ou seja, podem ser estudados dois casos de um longo tempo de cultivo. No
primeiro deles, a cana é conduzida sem a utilizacdo de queima da palha da cana-
de-agucar para o corte desde 1946 (“cana crua ou CC”) e no segundo caso, a
aplicagdo anual de 120 m® ha™ ano™ de vinhaca via fertirrigagdo por aspersao
ocorreu a partir de 1966 (“‘com vinhaga ou CV”), totalizando, no momento da
amostragem, em fevereiro de 2001, 55 e 35 anos de manejo, respectivamente.
Para comparacgéao, foram escolhidos talhdes onde houve a queima da palha da
cultura para a colheita (“cana queimada ou CQ”) e onde néao foi aplicada vinhaga
ao longo dos anos (“sem vinhaga ou SV”).

Na amostragem do solo, trés parcelas de 0,05 ha constaram do
delineamento inteiramente ao acaso para cada uma das quatro areas em estudo.
Para cada caso, o solo foi amostrado a duas profundidades (0,00 a 0,20 m e 0,20
a 0,40 m), coletando-se ao acaso, com trado de 5 cm de didametro, 20 amostras
simples em cada parcela, que resultaram na composicdo de uma amostra

composta por repeti¢ao.
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A caracterizagédo quimica do solo (Quadro 4) foi realizada previamente por
Canellas et al. (2003).

Quadro 4- Caracterizagao quimica de solos e de AH sob longo tempo de cultivo
com cana-de-agucar

Manejo = Camada Variaveis

pH PCPLZ CTC C Cha
m cmolc kg™ g kg’ Mg ha'

CC 0-0,20 6,7 3,1 15,0 22,34 2,55
0,20-0,40 6,5 3,7 10,4 13,13 0,99

cQ 0-0,20 6,0 3,5 12,2 18,33 0,39
0,20-0,40 59 3,3 11,0 15,71 0,28

Ccv 0-0,20 6,8 3,7 14,5 20,95 2,38
0,20-0,40 6,6 4,2 10,1 11,81 0,47

SV 0-0,20 6,3 3,0 10,5 12,12 0,21
0,20-0,40 6,1 3,3 9,4 10,90 0,13

" Variaveis: pH = relacdo solo:agua igual a 1:2,5; PCPLZ = ponto de carga
proténica liquida zero (Raij e Peech, 1972); CTC (acetato de ambnio, pH=7,0); C
e Can = teor no solo e nos acidos humicos, respectivamente.

Como os quatro talhdes tém morfologia semelhante, pois fazem parte de
area onde todas as outras praticas de manejo séo uniformes (de acordo com os
depoimentos dos proprietarios entrevistados), estas areas podem ser comparadas
por diferengas induzidas por praticas de manejo em longo prazo, possibilitando
esquematizar dois contrastes: cana queimada vs cana crua e com vinhaga vs sem

vinhaca.
3.2. Isolamento e purificacdo dos acidos humicos

Os AH foram isolados usando-se NaOH 0,1 mol L™ sob atmosfera de N
(IHSS, 2006). Apo6s agitacao por 24 horas, o material foi centrifugado a 5.000g por
30 minutos. O sobrenadante foi coletado e o pH do extrato foi imediatamente
ajustado a 1,5 com HCI 6 mol L™". Depois de 18 horas, a fracéo acidos fulvicos foi
sifonada e descartada. O material remanescente (precipitado de AH) foi

solubilizado em NaOH 0,05 mol L centrifugado a 5.000g por 10 minutos e o
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sobrenadante descartado. A dissolugao e a reprecipitacao dos AH foi repetida por
mais duas vezes. A seguir, o precipitado de AH foi solubilizado e permaneceu em
HF+HCI 5 % por 48 horas, sendo a seguir centrifugado a 5.000 g. Os AH foram
lavados com 200 mL de HCI 0,01 mol L™, centrifugados a 5.000 g. A seguir, o
precipitado de AH foi lavado com agua destilada até teste negativo para CI
(usando-se AgNO:s) e, depois, transferido para membranas de dialise de 10 mL
(14 KDa, Thomas Sci.). Apos a dialise (H2O), os AH foram liofilizados e

armazenados em dessecador.
3.3. Titulagbes redox

As titulagdes redox consistiram da oxidagdo dos AH estudados com I,
(iodimetria), sob atmosfera inerte (Struyk e Sposito, 2001). Utilizou-se um frasco
hermético (Figura 5), mantendo-se a temperatura do titulado a 25 °C por meio de
fluxo de agua continuo, proporcionado pelo acoplamento do frasco de titulagdo a
um equipamento de “banho termostatizado” (Microquimica® Banho MQBCT 99-
20).

Ajustou-se a tampa do frasco para acomodar um eletrodo redox
combinado (Analyser 6A05-GK AgCl, Ag || Pt), além de um tubo para entrada de
argdnio (Ar) e uma microbureta de 2 mL (Gilmont® GS-1200-A, com subdivisdes
de 2 pL), usando-se silicone para a vedagao.

No preparo do titulado, adicionaram-se ao frasco de titulagdo 125 mL de
solugao tampéo fosfato (Na;HPO, . 0,05 mol L™ e NaH,PO, . H,0O 0,05 mol L'1)
contendo KCI 0,05 mol L™ e, em seguida, ajustou-se o pH com HCI ou NaOH para
pH 5,00 ou 7,00.
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Figura 5- Esquema do equipamento de titulagdo redox. A: Microbureta; B: Tubo
para entrada de Ar; C: Eletrodo de Pt acoplado ao eletrodo de
referéncia AgCl, Ag; D: Agitador magnético; E e F: Entrada e saida de
agua a 25 °C, respectivamente.

A solugdo foi agitada magneticamente e borbulhada com Ar por 60
minutos para a deplecao de O,. Acrescentou-se AH a solugao para obtencao de
uma concentracdo em suspensdo de 50 mg L™ (6,25 mg AH suspensos em 125
mL solugdo tampao fosfato 0,05 mol L' com KCI 0,05 mol L ™). Novamente,
agitou-se e borbulhou-se a suspensdo com Ar, durante 30 minutos. Em seguida,
ajustou-se o pH da suspenséo para 5,00 ou 7,00 com HCI| ou NaOH para o inicio
da titulagao.

Para cada titulagéo, calibrou-se o pHmetro utilizando solugdes tampdes a
pH 4 e pH 7. O eletrodo redox foi calibrado com solugao tampao redox férrico-
ferroso, preparada com sulfato ferroso amoniacal 0,100 mol L™, sulfato férrico
amoniacal 0,100 mol L™ e H,SO4 1,00 mol L™. A leitura da f.e.Mceia €m 439+2 mV
indicou o correto funcionamento do eletrodo (Light, 1972).

Padronizou-se a solugao de |y, para cada titulagao, utilizando tiosulfato de

sodio, de acordo com as reagdes propostas por Bard et al. (1985):

282032_(3CI) = S4062_(aq) +2e Eq°= 0,080V
lo(aq)+2e =2I"(aq) En°=+0,621V

_ - - o
259032 (aqg) +Ix(aq) = S4062 (aq)+ 2 (aq) EH = *0541V (
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Nas titulagdes utilizaram-se incrementos de 2 L de solugdo 0,025 mol kg™ de I,
(mol kg™ = molinidade) com densidade conhecida e, apés cada incremento de
titulante, a solugao foi agitada e borbulhada com Ar por mais 30 segundos para
facilitar a homogeneizagcdo do sistema. Em seguida, registrou-se a leitura da
f.e.m.ccia apds cada adicéo de titulante, sempre quando a variagdo no aparelho foi
menor ou igual a 2,0 mV minuto™. O ponto final da titulagcdo redox de AH foi
atingido quando valores constantes de f.e.m.c.a foram registrados apos a adigéao
de oxidante.

As curvas de titulacdo redox foram obtidas graficando-se os valores de
f.e.m.cqla (€iX0 das ordenadas) em fungao da COx dos AH (eixo das abscissas). O
valor da COx foi determinado pelo numero de mols de I, (aq) reduzidos a I (aq) Na

reagdo por unidade de massa de AH (mol; kg™"), usando-se a equacéo:

2mol. Densidade Sol. de lI,x Molinidade Sol. de I,
X
mol Iy Massa de AH

mol, kg™ = (57)

Determinou-se o ponto de inflexao de cada curva de titulagdo redox obtendo-se a
segunda derivada da funcéo usando o software Origin®. No ponto de inflexdo, a
f.e.m.cea foi estimada utilizando interpolacdo (Struyk e Sposito, 2001).
Adicionalmente, realizaram-se titulagbes de amostras em branco, sem adicédo de
AH.

Analisaram-se os dados obtidos com a titulagdo redox dos AH de acordo
com Struyk e Sposito (2001). Os valores de forga eletromotriz (f.e.m.cela), medidos
durante as titulacbes redox, foram relacionados ao potencial formal do eletrodo

("En) de acordo com a equacdo:
f.e.M.cela =" Ex (HAox, HARed) - E°H (AGCI, Ag) (58)

onde Ex° (AgCl, Ag) = 222 mV é o potencial padrdao do eletrodo de referéncia
(AgCl, Ag a 25 °C) relativo ao eletrodo padrdo de hidrogénio e "En (HAox, HAwq) €

o potencial formal de eletrodo da meia-reacdo AHox, AHRred, Que correspondem,
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respectivamente, as formas oxidada e reduzida de AH, de acordo com a reagao

de redugéo global:

AHoy +ne +qH" = AHgey (59)
No ponto de inflexdo (Stumm e Morgan, 1996; Struyk e Sposito, 2001):
f.e.M.cela = I:E°H (AHpx, AHReq) - (a/n) 0,05916 pH - E°4 (AgClI, Ag) (60)

na qual, "E°%(AHox AH:eq) indica o potencial formal padrao do eletrodo de AH.

A relacédo g/n indica o numero de moles de prétons (q) por moles de
elétrons (n) transferidos durante a oxidagcdo de 1 mol de AH. Foi calculada
utilizando-se os valores da f.e.m.cq15, Obtidos para dois valores de pH (5,0 e 7,0),

por meio da equagao:

Af.em.
q 0,05916
n_ DpH (61)

onde, Af.e.m. é a variagdo da f.e.m.cela por unidade log de variagéo do pH (ApH)
no ponto de inflexao da titulacao.

De posse dos valores da relagéo g/n e da f.e.m.cqa NO ponto de inflexdo
calculou-se o FE®, para a meia reagdo redox (AHox,AHReq), usando-se a equagao
60.

O FEy° de cada amostra de AH foi convertido na constante de equilibrio

condicional usando-se a seguinte relagdo (Stumm e Morgan, 1996):

F
E°

logKe =4 05916

(62)

onde, K; € a constante de equilibrio condicional a 298 K, correspondendo a

reacéo de reducao genérica para um elétron transferido (Struyk e Sposito, 2001):

mOx +(g/n)H" +e” =pRed (63)
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A variacdo de energia livre padrao de Gibbs (AG®, kcal mol”) para cada

elétron transferido foi estimada pela expressao a seguir:
AG°=-nF FE4° (64)

na qual n é igual a 1 elétron e F é a constante de Faraday (23,061 kcal V''mol™).

O pe para o par redox AHox, AHgeq foi obtido conforme a equacéao (Stumm
e Morgan, 1996):

pe =logK; - (q/n) pH (65)
3.3. Grupos funcionais

3.3.1. Grupos carboxilicos e fendlicos

A determinacao dos grupos funcionais carboxilicos e fendlicos dos AH foi
realizada de acordo com Schnitzer e Gupta (1965). Determinou-se a acidez total e
a carboxilica experimentalmente e, por diferenga, a acidez fendlica.

Para determinacdo da acidez total foram adicionados em um frasco
Erlenmeyer de 125 mL, 100 mg de AH e 20 mL Ba(OH), 0,125 mol L™.
Simultaneamente foi preparada uma amostra em branco. O ar do frasco foi
trocado por N, através do borbulhamento por 5 minutos e o sistema agitado por
24 horas a temperatura ambiente (25 °C). A seguir, a suspensdao foi filtrada e o
residuo lavado com agua destilada livre de CO,, (4gua fervida e resfriada para 25
°C). O excesso de Ba(OH), da suspensao foi titulado potenciometricamente com
HCI 0,5 mol L™ até pH 8,4.

A extragéo da acidez carboxilica (teor de grupos COOH) foi realizada com
acetato de calcio e determinada por titulagdo com hidréoxido de sodio. Em um
frasco Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 100 mg de AH, 10 mL de
Ca(OAc); 1,0 mol L™ e 40 mL de agua destilada livre de CO,. Simultaneamente
foi preparado o teste em branco. Sob atmosfera de N;, o sistema foi agitado por

24 horas a temperatura ambiente. A seguir, a suspenséo foi filtrada e o residuo
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lavado com agua destilada livre de CO,. O acido acético produzido pela reagao do
acetato com o H* do grupo carboxilico, foi titulado com NaOH 0,1 mol L™,

previamente padronizado com biftalato de potassio, até pH 9,8.

3.3.2. Grupos quinonas

O teor de grupos quinonas nos AH foi estimado pelo método da reducgéo a
hidroquinona, usando-se o cloreto de estanho (Il) em meio alcalino como redutor,
conforme Schnitzer e Riffaldi (1972). Adicionaram-se ao frasco 20 mg de AH, 0,2
mL de etanol e 10 mL de NaOH 0,1 mol L sob agitagdo constante até a
solubilizagdo. Em seguida, foram adicionados 20 mL de NaOH 2,5 mol L™ 10 mL
de SnCl, 6H,0 0,05 mol L™ e o frasco foi fechado. Procedeu-se a reagéo por uma
hora sob agitacdo constante e sob atmosfera inerte de N,. O excesso do redutor
(Sn?*) foi titulado potenciometricamente, usando-se o Cr,0;* como oxidante, a

partir da solugao titulante K,Cr,O7 0,05 mol L.

3.3.3. Grupos semiquinonas

Os espectros de RPE foram obtidos a temperatura ambiente, usando um
espectrometro Bruker EMX 9 GHz, conforme Matin-Neto et al. (1994a, b). Para a

obtencao da area do sinal foi utilizada a aproximagao (Poole, 1967):

Area=1x (Apr)2 (66)

na qual | é a intensidade do sinal e AHpp é a largura do sinal, tomada de pico a
pico. Para a determinacdo da CRLS utilizou-se o método do padrao secundario
com um cristal de rubi e o padrao strong pitch da Bruker com concentragdo de
radicais livres (spins g') conhecida. As condi¢des experimentais foram: poténcia
das microondas = 0,1 mW, determinada por saturacdo de poténcia; frequéncia de
modulagcdo = 100 kHz; amplitude de modulacdo = 0,1 mT; constante de tempo =
2,56 ms; e tempo de conversado = 10,24 ms. As analises foram realizadas com, no

minimo, 8 varreduras por determinacgao.
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3.3.4. Derivados quimicos metilados e acetilados

Os AH isolados foram submetidos a derivagao quimica por metilagcao e
acetilacao (Sachs et al., 2002). Os derivados acetilados foram obtidos apds a
reacdo com anidrido acético em presenca de piridina sob agitagcdo magnética
continua a temperatura ambiente, durante uma semana. O processo de metilacdo
de AH foi conduzido com diazometano (CH2Nz), produzido a partir do reagente N-
metil-N-nitrosotolueno-p-sulfonamida em éter etilico, na presenca de metanol. O
procedimento de metilagdo dos AH foi repetido por trés vezes, e finalizado quando
a incorporacado do diazometano aos AH foi completada, indicada pela coloragéo
amarela do CH2Ns».

As reacdes de metilacao e acetilagao dos AH foram monitoradas por meio
da espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IV-
TF), entre as faixas de 400 cm™ a 4.000 cm™. Os espectros foram obtidos
usando-se pastilhas com 1 mg de AH em 100 mg de KBr, em um aparelho
Shimadzu 83000 (Stevenson, 1994).

3.3.5. Residuos de Ferro

A presenca de residuos de Fe nos AH foi detectada usando-se energia
dispersiva de raios-X acoplado a um microscopio eletrénico de varredura (MEV-
ESEM 962 — Zeiss). Obtiveram-se o0s seguintes espectros: geral (presenga do
elemento) e pontual (localizagdo do elemento) do campo analisado nas amostras
(Vidal-Torrado et al., 2006).

3.3.6. Voltametria ciclica

Foram obtidos voltamogramas ciclicos dos AH isolados dos solos sob
cana cura e cana queimada. O experimento foi realizado usando-se um eletrodo
de trabalho e um contra-eletrodo de Pt a temperatura ambiente (25°C). Os
voltamogramas ciclicos dos AH se iniciaram a 0,0 V e foram varridos de - 2,0 V
até 1,0 V vesus AgCl, Ag. A taxa de varredura foi de 0,03 V s”'. As medidas

realizaram-se em suspensdo de 90 mg L™ de AH por DMSO e solugado de LiCIO,
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0,003 mol L como eletrdlito (Rusling e Suib, 1994). Os voltamogramas ciclicos
foram obtidos usando um potentiostato modelo Autolab PGSTAT10. O
instrumento estava conectado a unidade processadora para gravagao dos dados.
Um voltamograma ciclico da solugdo sem AH foi realizado anteriormente e
posteriormente a cada medicgao.

A capacidade tampao redox foi estimada pela integracdo da area dos

voltamogramas ciclicos (Stevenson, 1994).

3.5. Analises estatisticas

Estimaram-se o erro-padrdo da média para cada variavel experimental e
as correlacdes de Pearson entre a capacidade de oxidacido e a concentracao de
grupos funcionais dos AH. As estimativas dos coeficientes de correlagdo foram
submetidas ao teste F, aos niveis de 1 e 5 % de probabilidade (Steel e Torrie,
1960).
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4. RESULTADOS

4.1. TitulacBes redox

As curvas de titulagdo potenciométrica dos AH (Figuras 6 a 13)
apresentaram um nitido ponto de inflexdo, contendo a caracteristica variagao da
f.e.m.cela cOM a deplecao do redutor e adicdo de oxidante, além de uma regiao da
curva de titulagdo com pequena variagao da f.e.Mcgeja.

Os dados das titulagdes redox dos AH (Quadro 5) revelaram diminuigao
média de 40 mV na f.e.m¢ea com 0 aumento do pH de 5,0 para 7,0.

Todos os AH isolados no presente trabalho, em sua reagdo de oxidagao,
transferiram ao I, (aq), aproximadamente um proéton para cada trés elétrons, que
resultou, em média, em relag&o g/n igual a 0,33.

Os valores do "Ex° para a semi-reacdo de reducdo dos AH variaram de
0,760 a 0,794 V e, em média, foram iguais a 0,773 V. Consequentemente, os
valores estimados de K;, AG° e pe; foram, também, semelhantes entre os AH
(log K~ 13,1, pec ~ 12,8 e AG®° ~ -17,9 kcal mol'1).

A origem dos AH também modificou a sua COx, que variou entre 3,88 e
4,39 mol, kg™ nas titulacdes redox a pH 5,0 e de 5,35 a 7,89 mol. kg” a pH 7,0. A

COx dos AH aumentou, em média, 64 % com a elevagao do pH de 5 para 7.
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200 I T T T T 1
0 1 2 3 4 5
COx, mol, kg'1
-& Neossolo -o- Ch. Réndzico —— Ch. Argiluvico
-o- Luvissolo —*- Argissolo —- Latossolo

Figura 6- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL
de sol1ugéo tampéo fosfato 0,05 mol L' a pH 5,00, contendo KCI 0,05
mol L.
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COx, mol, kg'1
—-o-Neossolo -o- Ch. Réndzico — Ch. Argiluvico
—&— Luvissolo —— Argissolo & L atossolo

Figura 7- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL
de sol1ugéo tampéo fosfato 0,05 mol L' a pH 7,00, contendo KCI 0,05
mol L.
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-2-Vermicomposto -o- Torta de Filtro -4 Esterco de Curral
-o- Esterco de Aviario —x- E. Curral+Aviario —— Lixo Urbano

Figura 8- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL
de solucdo tampao fosfato 0,05 mol L™ a pH 5,00, contendo KCI 0,05

mol L.
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—4— Esterco de Aviario —-a—E. Curral+Aviario

—— Esterco de Curral
- Lixo Urbano

Figura 9- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL

de sol1ugéo tampao fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI 0,05
mol L.
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500

> 400
e
€
Q
= 300
200 I T T T T 1
0 1 2 3 4 5
COx, mol, kg'1
—-e— Cana Crua 0-0,20 m -a-Cana Crua 0,20-0,40 m
—A- Cana Queimada 0-0,20 m -o- Cana Queimada 0,20-0,40 m

Figura 10- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL

de sol1ugéo tampao fosfato 0,05 mol L™ a pH 5,00, contendo KCI 0,05
mol L.
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100 - |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COx, mol, kg'1
-e— Cana Crua 0-0,20 m —-a—Cana Crua 0,20-0,40 m
-4- Cana Queimada 0-0,20 m -o- Cana Queimada 0,20-0,40 m

Figura 11- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL

de sol1ugéo tampao fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI 0,05
mol L.
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= 4 A
200 I T T T T 1
0 1 2 3 4 5
COx, mol, kg'1
-o- Com Vinhaga 0-0,20 m -2~ Com Vinhaga 0,20-0,40 m
—-4-Sem Vinhaga 0-0,20 m -o- Sem Vinhacga 0,20-0,40 m

Figura 12- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL
de sol1ugéo tampao fosfato 0,05 mol L™ a pH 5,00, contendo KCI 0,05
mol L.
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100 I T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COx, mol, kg'1
-o- Com Vinhaga 0-0,20 m -4~ Com Vinhaga 0,20-0,40 m
—-4-Sem Vinhaga 0-0,20 m -o- Sem Vinhacga 0,20-0,40 m

Figura 13- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico suspensos em 125 mL
de sol1ugéo tampao fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI 0,05
mol L.



Quadro 5- Dados da titulagao potenciométrica de acidos humicos
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Amostra

Dados da Titulacdo Potenciométrica "

Cox

f.e.Mggia

oH 5 oH7 oH5 pH7 an  "E% logK. pe. AG°
- mol. kg™ - —mV - Y, kcal mol”
Neossolo 3,12+0,03 5,35+0,08 45014 410+3 0,34 0,772 13,0 10,7 -17,80
Ch.Réndz. 4,18+0,04 6,4310,06 45815 419+2 0,33 0,778 13,1 10,8 -17,93
Ch. Argiluv.  3,76+0,04 5,78+0,05 451+4 412+4 0,33 0,771 13,0 10,7 17,77
Luvissolo 2,80+0,05 4,11+0,10 455+2 41744 0,32 0,772 13,0 10,8 -17,80
Argissolo 2,4310,04 3,74+0,08 457+3 418+4 0,33 0,777 13,1 10,8 -17,91
Latossolo 1,75+0,06 2,69+ 0,07 453+6 413+7 0,34 0,775 13,1 10,7 -17,87
Vermicomp. 4,39+ 0,05 7,89+0,09 451+3 411+5 0,34 0,773 13,1 10,7 -17,82
T. Filtro 4,20+0,04 6,23+0,06 459+5 420+3 0,33 0,779 13,2 10,9 -17,87
E. Curral 4,25+0,07 7,35+0,09 460+4 4215 0,33 0,780 13,2 10,9 -17,98
E. Aviario 4,35£0,05 7,64+0,08 465+2 4254 0,34 0,787 13,3 10,9 -18,15
Curr.+Aviaio 4,28+0,06 6,99+0,09 455+2 415¢6 0,34 0,777 13,1 10,8 -17,92
Lixo Urb. 3,88+0,05 5,35+0,05 472+3 432+4 0,34 0,794 134 11,0 -18,31
CC 0-20 3,44+0,06 6,44+0,06 44414 405t7 0,33 0,764 129 10,6 -17,61
CC 20-40 2,0240,04 3,42+0,04 440+4 401+3 0,33 0,760 12,8 10,5 -17,51
cQ 0-20 1,01£0,05 1,64+0,08 445+3 406+5 0,33 0,765 129 10,6 -17,63
CQ 20-40 1,22+0,05 3,02+0,07 451+6 410+7 0,35 0,776 13,1 10,7 -17,88
CVv 0-20 2,6810,06 4,99+0,06 457+3 41746 0,34 0,779 13,2 10,8 -17,96
CV 20-40 2,00+0,09 3,42+0,05 44915 409+7 0,34 0,771 13,0 10,7 -17,78
SV 0-20 1,601£0,09 2,37+0,06 451+5 41246 0,33 0,771 13,0 10,7 17,77
SV 20-40 1,2810,08 2,19+0,08 453+7 413+4 0,34 0,775 13,1 10,7 -17,87

' As médias dos valores determinados experimentalmente para a capcidade de
oxidagdo (COx) e a forga eletromotriz da cela (f.e.m.cea) €stdo acompanhadas
pelo seu erro padrao. As demais variaveis foram calculadas, como descrito na
secao Material e Métodos.
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Os AH originados dos residuos organicos apresentaram, em média,
valores de COx, a pH 5 e 7, respectivamente, 41 e 48 % superiores aos isolados
de solos (Figura 14).

—
[
1

o
1

COx, ok (kg AH™

Resziduos Solos

OCOxpHS WCOxpHT

Figura 14- Capacidade de oxidagdo (COx) dos acidos humicos isolados de

residuos organicos e de solos.

Comparando-se o processo de obtencdo dos residuos orgéanicos
estudados, observou-se que a vermicompostagem resultou em AH com COx, a
pH 7,0, superior em relagdo aos isolados de compostos orgéanicos (Figura 15). A
vermicompostagem foi, em média, 5 e 17 % (a pH 5 e 7) na COx dos AH em
relacdo a compostagem da matéria orgéanica. Isoladamente, os estercos de curral,
de aviario ou a sua mistura, originaram compostos em que os AH extraidos,
apresentaram COx pH 7,0 maior (26 %) que a dos AH obtidos pela compostagem
de rejeitos como a torta de filtro e o lixo urbano. Nas titulagdes a pH 5,0 esta
diferengca n&o foi observada (Figura 16). O subproduto da industria da cana
resultou em AH com maior poder redutor que o residuo de lixo urbano e que o

esterco de curral.
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COx, mol, (kg AH)'1

Vermicompostagem Compostagem

OCOx pH 5 BCOxpH?7

Figura 15- Capacidade de oxidacdo (COx) dos acidos humicos isolados de
residuos vermicompostados ou de compostados.

Cox, maok (kg AH™

Estercaos Fejeitas

OCOxpH 5 WCOxpHT

Figura 16- Capacidade de oxidagdo (COx) dos acidos humicos isolados de
residuos organicos obtidos a partir de estercos e de rejeitos.
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A COx dos AH permitiu separar os AH isolados de solos com relagao ao
grau de intemperismo. Classes de solos menos intermperizados apresentaram
maior COx dos AH (Figura 17). Solos com predominéncia caulinitica em sua

mineralogia apresentaram-se com menor quantidade de elétrons transferiveis.

D“Mm

Ch. Réndzico Ch. Argillvico  Lusissolo Ardizsnlo Latossolo

mol; (ky AH)™

| T I e & b N 1 e I
1

—
1

OCOxpHS WCOxpH?

Figura 17- Capacidade de oxidagao (COx) dos acidos humicos isolados de solos

de uma sequéncia de intemperismo.

Em média, os incrementos na COx dos AH obtidos da area de cana-de-
agucar manejada sem a queima na colheita sobre o solo cultivado com cana
queimada foram de 240 e de 292 % (0-0,20 m), e de 65 e de 13 % (0,20-0,40 m),

para as titulagdes a pH 5 e a pH 7, respectivamente (Figuras 18 e 19).
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Figura 18- Capacidade de oxidagdo (COx) dos acidos humicos isolados da
camada 0-0,20 m de um Cambissolo cultivado por longo tempo com
cana-de-acucar colhida com a preservagao da palha ou usando a

queima.
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Figura 19- Capacidade de oxidagdo (COx) dos acidos humicos isolados da
camada 0,20-0,40 m de um Cambissolo cultivado por longo tempo

com cana-de-agucar colhida com a preservagao da palha ou usando
a queima.
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De forma geral, o comportamento da COx dos AH observado para as
areas com deposicdo da palhada, foi também verificado para a adubacéao
organica com vinhaga. Os incrementos na COx dos AH obtidos da area de cana-
de-acucar adubadas com vinhaca em relacdo aos da area sem aplicagdes, foram
de 67 e de 110 % (0-0,20 m), para as titulagbes a pH 5 e a pH 7, respectivamente.
Nas amostras retiradas da profundidade de 0,20 a 0,40 m, a variagao foi de 56 %

para ambos os valores de pH da titulagao (Figuras 20 e 21).
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Com Vinhaga Sem Vinhaga
OCOxpH 5 BCOxpH7

Figura 20- Capacidade de oxidacdo (COx) dos acidos humicos isolados da
camada 0-0,20 m de um Cambissolo cultivado por longo tempo com
cana-de-agucar adubada ou ndo com vinhaca.
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Figura 21- Capacidade de oxidagdo (COx) dos acidos humicos isolados da
camada 0,20-0,40 m de um Cambissolo cultivado por longo tempo
com cana-de-agucar adubada ou n&o com vinhaga.

4.3. Grupos funcionais

As modificagbes da COx dos AH estudados em relagdo a sua origem
foram acompanhadas por alteracbes nas concentragdes de grupos funcionais
(Quadro 6).



Quadro 6- Grupos funcionais dos acidos humicos
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Grupos funcionais

Amosra Carboxilicos Fendlicos Quinonas Semiquinonas
cmol, kg™’ (x10"") spins g™
Neossolo 275+3,41 151+2,06 90+0,77 2,13+0,06
Ch. Ré&ndz. 290+2,88 165+2,11 74+0,82 2,56+0,06
Ch. Argiluv. 190+3,01 129+2,80 71£0,61 2,06+0,07
Luvissolo 210+2,55 1424261 73+0,92 0,88+0,03
Argissolo 345+2,76 161+1,99 55+0,88 0,63+0,07
Latossolo 108+3,14 55+1,72 47+0,64 0,10+0,06
Vermicomp. 304+2,53 385+2,87 105+0,96 3,13+0,09
T Filtro 351+3,11 294+1,54 94+0,84 2,53+0,06
E. Curral 299+2,39 320+1,82 99+0,91 2,89+0,08
E. Aviario 318+3,08 335+2,01 104+0,98 3,01+0,08
Curr.+Avia. 302+2,15 31041,77 101+0,89 2,67+0,07
Lixo Urb. 322+2,61 98+0,89 88+0,78 1,95+0,06
CC 0-20 477+2,09 270+1,84 85:+0,90 2,49+0,05
CC 20-40 453+2,83 129+1,23 54+0,44 0,52+0,07
CQ 0-20 207+3,25 79+1,35 43+0,36 0,11+0,08
CQ 20-40 348+3,70 95+1,81 48+0,58 0,44+0,08
CcV 0-20 460+2,33 262+1,93 77+1,02 1,50+0,09
CV 20-40 448+2,99 144+1,87 59+0,97 0,83+0,10
SV 0-20 2154262 844238 5140,85 0,36+0,08
SV 20-40 349+3,22 101+1,67 55+0,78 0,38+0,07

™ As médias dos valores determinados experimentalmente estdo acompanhadas
pelo seu erro padrao.
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A correlacdo entre a COx e a concentracdo de grupos funcionais
semiquinonas (Figuras 22 e 23), quinonas (Figuras 24 e 25) e fendlicos (Figuras
26 e 27) dos AH foi positiva e significativa (P<0,01). Nao se verificou, entretanto,

correlagdo com a concentragéo de grupos carboxilicos (Figuras 28 e 29).

R = 0,96 F<°%

CRLS, 10" spins (g Can)”

COx, mol, kg'1

Figura 22- Correlacao linear de Pearson entre a capacidade de oxidagao (COx) a
pH 5,0 e a concentragao de radicais livres tipo semiquinonas (CRLS)

dos acidos humicos.
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Figura 23- Correlacao linear de Pearson entre a capacidade de oxidagao (COx) a

pH 7,0 e a concentragao de radicais livres tipo semiquinonas (CRLS)

dos acidos humicos.
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Figura 24- Correlagéo linear de Pearson entre a capacidade de oxidagdo (COx) a
pH 5,0 e a concentragédo de grupos quinonas dos acidos humicos.
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Figura 25- Correlagéo linear de Pearson entre a capacidade de oxidagao (COx) a
pH 7,0 e a concentragao de grupos quinonas dos acidos humicos.
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Figura 26- Correlagéo linear de Pearson entre a capacidade de oxidagdo (COx) a
pH 5,0 e a concentracdo de grupos fendlicos (OH) dos acidos
hamicos.
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Figura 27- Correlagéo linear de Pearson entre a capacidade de oxidagdo (COx) a
pH 7,0 e a concentragao de grupos fendlicos (OH) dos acidos humicos.
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Figura 28- Correlagéo linear de Pearson entre a capacidade de oxidagdo (COx) a
pH 5,0 e a concentragdao de grupos carboxilicos (COOH) dos acidos

humicos.
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Figura 29- Correlagao linear de Pearson entre a capacidade de oxidagao (COx) a
pH 7,0 e a concentragdo de grupos carboxilicos (COOH) dos acidos

humicos.
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4.2.1. Derivados metilados e acetilados

As curvas de titulacdo potenciométrica foram drasticamente modificadas
pela metilagdo e a acetilagdo dos AH (Figuras 30 a 33). Ambos os processos de
derivacdo quimica promoveram decréscimos similares nas COx dos AH e, em

média, reduziram-na em 94 %.
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COx, mol, kg'1
-o- Vermicomposto - Metilado -o- Acetilado

Figura 30- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico e para 6,25 mg de
seus derivados obtidos por metilacdo e acetilacdo, suspensos em 125
mL de solugéo tampéo fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI
0,05 mol L™.
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COx, mol, kg'1

-o- Torta de Filtro -a- Metilado -o- Acetilado

Figura 31- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico e para 6,25 mg de

seus derivados obtidos por metilacdo e acetilacdo, suspensos em 125

mL de solugéo tampéo fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI
0,05 mol L.
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Figura 32- Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico e para 6,25 mg de

seus derivados obtidos por metilacdo e acetilacdo, suspensos em 125

mL de solugéo tampéo fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI
0,05 mol L.
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Figura 33-

Titulagdes redox para 6,25 mg de acido humico e para 6,25 mg de
seus derivados obtidos por metilacdo e acetilacdo, suspensos em 125

mL de solugéo tampéo fosfato 0,05 mol L™ a pH 7,00, contendo KCI
0,05 mol L.
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4.2.2. Residuos de ferro

A presencga de residuos de Fe nas amostras de AH foi detectada por meio

da microscopia eletronica de varredura acoplada a energia dispersiva de Raio-X

(Figura 34).

Figura 34- Presenga de ferro em acido humico (AH) isolado de vermicomposto
obtida por microscopia eletrénica de varredura; (A) Imagem em
backscattered elétrons (BSE) da amostra de AH; (B) Espectro obtido
por microscopia analitica, utilizando detector de energia dispersiva de
raio X, indicando a presenca de ferro no AH. (C) Distribuicdo do ferro

(Fe) na amostra de AH.
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4.2.3. Voltamogramas ciclicos

Os voltamogramas ciclicos diferiram-se quantitativa e qualitativamente de
acordo com a origem dos AH. Os manejos do solo sob cana-de-agucar submetida
ou ndo a queima, pois os AH isolados de cana crua, apresentaram dois pares
redox, enquanto nos AH de cana queimada s apresentaram um par redox. As
amostras de AH estudadas apresentaram voltamogramas ciclicos do tipo quase-
reversivel (Rusling e Suib, 1994), ou seja, que nao apresentam potenciais

coincidentes de oxidacgao e redugao (Figuras 35 a 38).

4,0x10* |
3,0x10* |
2,0x10™ |
1,0x10™ |
JA'em®"' oo}
-1,0x10* |-
-2,0x10™ |
-3,0x10* |-

-4,0x10* |

-2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E vs Ag, AgCl, V

Figura 35- Voltamogramas ciclicos de acidos humicos isolados da camada 0-0,20
m de um Cambissolo sob cana-de-agucar com longo tempo de
preservacao do palhico.
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Figura 36- Voltamogramas ciclicos de acidos humicos isolados da camada 0,20-
0,40 m de um Cambissolo sob cana-de-agucar com longo tempo de
preservacao do palhico.
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Figura 37- Voltamogramas ciclicos de acidos humicos isolados da camada 0-0,20
m de um Cambissolo sob cana-de-agucar com longo tempo de cultivo
usando a queima para a colheita.
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Figura 38- Voltamogramas ciclicos de acidos humicos isolados da camada 0,20-
0,40 m de um Cambissolo sob cana-de-agucar com longo tempo de
cultivo usando a queima para a colheita.
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Os valores da integracao das areas dos voltamogramas ciclicos (Quadro

7) foram superiores para os AH isolados de cana crua, em relagdo aos AH da

area de cana queimada, em ambas as profundidades do solo amostradas (0-0,20

e 0,20-0,40 m). Na area de cana queimada a capacidade redox indicada pelos

voltamogramas ciclicos foi maior em subsuperficie do que na camada superior do

solo. A correlagéo entre os valores da COx e da integragédo dos voltamogramas foi

positiva (r = 0,99) e significativa (p<0,01). O manejo em cana crua resultou em AH

de maior tampao redox.

Quadro 7- Dados dos voltamogramas ciclicos de acidos humicos

Dados dos voltamogramas ciclicos

Manejo , ’
Parredox | Parredox|l Parredox3 Area integrada "
Vv
CC 0-0,20 m -1,37]-0,85  -0,24|-0,57 0,56|0,56 1,28.10™
CQ 0-0,20 m -1,37]-0,85 - - 1,02.10°
CC 0,20-0,40 m -1,37|-0,85  -0,25]-0,57 0,56]0,56 1,60.10™
CQ0,20-0,40m  -1,37|-0,85 - - 1,62.107

) Estreita relagdo com o carater tampao redox dos acidos htimicos (Stevenson,

1994).
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5. DISCUSSAO

5.1. Potencial do eletrodo

As curvas de titulagdo potenciométrica dos AH foram semelhantes as
obtidas por Struyk e Sposito (2001), que usou trés amostras-padrédo de AH da
IHSS. Assumiu-se a inflexdo da curva como o ponto final da titulagdo
potenciométrica, e, segundo Struyk e Sposito (2001), a pequena variagao da
f.e.m.cqela €Sta associada a presenca de residuos de Fe(ll) nos AH, ndo removidos
mesmo apds o processo de purificacdo recomendado pela IHSS.

Os dados das titulagdes redox dos AH estudados revelaram diminui¢cao
nos valores da f.e.mga com o aumento do pH, de 5,0 para 7,0. Essa tendéncia foi
também observada por Struyk e Sposito (2001) e por Matthiessen (1995). A
equacao 60, apresentada anteriormente, indica que a femgg, varia inversamente
com o pH do sistema redox. Todos os AH isolados no presente trabalho
transferiram ao |2 aq), Na reacdo de oxidacdo, aproximadamente um proton para
cada trés elétrons, ou seja, a relagdo g/n foi igual a 0,33. Esse valor médio
também foi observado por Struyk e Sposito (2001).

Considerando a reacao redox entre AHgreq € |2, com a relagdo g/n de

aproximadamente 0,33 (1/3 de H* por e transferido), os resultados permitem
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esperar que o par redox AHox, AHreq resulte na reagcdo de reducado genérica

dependente do pH:

AHpy + e + 13H" =AHReq (63)

No presente estudo, os valores de "Ex° obtidos para a semi-reacdo de
reducédo dos AH foram em média 0,773 V e mostraram-se semelhantes aos 0,780
V determinados por Struyk e Sposito (2001). Os AH apresentaram "E° e log Ke
analogos aos de compostos o-quinona (Helburn e MacCarthy, 1994). No entanto,
os pares redox diferenciam-se, pela mais ampla relagédo g/n verificada nos grupos
o-quinona (1,00) em relagao aos AH (0,33).

A comparagao entre os valores das propriedades redox de alguns pares
comuns nos sistemas naturais (Quadro 8) permitiu alocar o par redox AHoy,
AHgeq, com a média de FE° ~ 0,782 V, na “seqliéncia redox” indicada por Stumm
e Morgan (1996). Os resultados apresentados confirmaram que os AH podem
reduzir Hg(ll) e Mn(lV), conforme observaram, respectivamente, Alberts et al.
(1974) e Sunda e Kieber (1994), incubando tais ions metalicos com bactérias

redutoras e AH.

Quadro 8- Propriedades redox de algums pares comuns em sistemas naturais

Pares redox E°  log K. pel”(pH5) pe.(pH7)
1% MnO, (s) + 2H" + e = % Mn** (aq) + H,0 o,\;es 12,8 12,8 8,8
Fe(OH)," (s) + e + H" = Fe*" (aq) + H,0 0,90 152 10,2 8,2
5 Hg? (aq) + e = Hg® (g) 0,85 144 14,4 14,4
AHoy+1/3 H'+ € = AH,eq 0,78 13,2 11,5 10,9
FeOOH (s) + e +3H" = Fe?* (aq) + H,0O 0,77 13,0 2,0 -4,0
Fe* (aq) +e = Fe? (aq) 0,77 13,0 13,0 13,0

) Os valores de pe foram calculados usando-se os valores de log K,
concentracdo de redutores e oxidantes = 10 mol L™ de espécies soluveis,
atividade das fases sdlidas iguais a 1 e Po, = 0,21atm (Bass Becking et al., 1960).
Os valores em negrito sdo as médias dos dados obtidos com os AH estudados.
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Considerada a pequena variagdo entre os valores de FE4° e,
conseqlientemente, de pe; dos AH, introduziram-se os seus dados médios no
diagrama pe-pH adaptado de Bartlett e James (1993), possiblilitando obter
algumas informagdes sobre a possivel atividade das espécies oxidadas e
reduzidas dos AH estudados nos sistemas naturais (Figura 39). De acordo com o
diagrama pe-pH, pdde-se inferir sobre a capacidade de os AH estudados atuarem
como doadores de elétrons nas reagdes redox em sistemas naturais.

Segundo Lovley et al. (1996, 1998) e Scott et al. (1998), os AH poderiam
mediar a redugdo microbioldgica de Fe(lll) a partir da fase sélida. O Fe** soltvel
seria uma espécie termodinamicamente favoravel a redugdo por AH, embora
Fe(OH)," poderia ser a espécie predominante em solugéo nos valores de pH entre

5 e 7, respectivamente.

20
T MOy = mmm— e >
%\ = A:H' IHSS ——————
10 ~ AH estudados e
80 FeOOH
04 n, Fe?*
HO T
-10 ‘ ‘ ‘
4 5 ° ' 8
pH

Figura 39- Diagrama pe-pH mostrando pares redox comuns em sistemas
naturais, de amostras-padrdo de acido humico da IHSS (Struyk e
Sposito, 2001) e dos acidos humicos estudados. Adaptada de Bartlett
e James (1993).

O par redox Fe*, FeOOH esta abaixo do par redox AHoxred €ntre os
valores de pH 5 e 7. Assim, FeOOH e AHgrey poderiam predominar

termodindmicamente. Se bactérias redutoras podem acessar Fe(lll) em oéxidos
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como por exemplo os da espécie FeOOH (Lovley et al., 1996, 1998, 2000; Scott
et al., 1998), é possivel que apds a redugado microbiologica os AH apresentem um
potencial abaixo do determinado no presente estudo e no de Struyk e Sposito

(2001), realizados na auséncia de microrganismos.
5.2. Capacidade de oxidacao e grupos funcionais

Os resultados indicaram que a COx dos AH variou do pH do sistema,
como também foi observado nos estudos de Szilagyi (1973) e de Stuyk e Sposito
(2001). O aumento da COx com o pH pode ser entendido de acordo com a
equacao 59. Struyk e Sposito (2001) encontraram COx entre 1,09 a 6,5 mol. kg™ e
3,30 a 11,50 mol, kg'1 nas titulacbes a pH 5,0 e a pH 7,0, respectivamente. Ja
Matthiessen (1995), em amostras de AH sintético e usando o |, como oxidante,
encontrou valores médios um pouco maiores, ou seja, de 7,5 mol. kg'1 apH50e
de 10,5 mol. kg™ a pH 7,0.

Scott et al. (1998) obtiveram correlagdes positivas e significativas entre a
atividade redox e a concentragdo de quinonas de AH. Helburn e MacCarthy
(1994) atribuiram os valores obtidos de COx nas titulagdes redox de AH sintéticos
a presenca de grupos fendlicos dada a estreita relagdo com a acidez fendlica dos
AH estudados. Struyk e Sposito (2001) ndo estimaram as correlagées, mas
sugeriram a relagdo entre a COx e a concentragdo de grupos funcionais tipo
semiquinonas dos AH. Todos os trabalhos também relataram a auséncia de
correlagao entre a concentragédo de grupos carboxilicos e a COx dos AH.

Struyk e Sposito (2001) estimaram as contribuicées de grupos funcionais
semiquinonas no poder redutor dos AH e concluiram que os valores da COx dos
trés AH nao foram suficientemente explicados pela CRLS. A mesma consideragao
pode ser feita para os AH do presente estudo. Por exemplo, a CRLS do AH
isolado do vermicomposto, igual a 4,64.10" spins g, indica que tais radicais
livres contribuiriam com uma fragdo de aproximadamente 7,71.10 mol. (kg AH)™,
muitissimo aquém da COx determinada, igual a 7,89 mol. kg™ Dados indiretos
sobre o poder redutor dos AH, obtidos a partir da medi¢cao das espécies reduzidas
de metais como o Fe (Scott et al., 1998; Wilson e Weber, 1979), apds incubagéo
com microrganismos e AH, indicaram que a CRLS poderia ser responsavel por

uma pequena fragdo dos elétrons transferidos (no maximo 10 %). Seguindo a
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estimativa apresentada por Struyk e Sposito (2001), as titulagdes redox dos AH
deste estudo também resultaram em valores de COx superiores a potencial
contribuicdo da CRLS, determinada por RPE. Os resultados das correlagdes
permitem, também, inferir sobre as contribuicdes de grupos quinonas e fendlicos
dos AH na sua capacidade de transferéncia de elétrons.

Dois mecanismos, anteriormente usados, concomitantemente, na
interpretacdo da capacidade redox das SH, foram usados para explicar a alta
correlacdo obtida entre a COx e a CRLS dos AH, considerando, também, as
relacbes da COx com grupos quinona e fendlicos: i) A redugdo de grupos
quinonas e fendlicos a semiquinonas, proposto por Scott et al. (1998) e ii) A
oxidagao iodimétrica do complexo Fe-grupos fendlicos dos AH, gerando radicais
livres semiquinonas, propostos por Struyk e Sposito (2001). Adicionalmente, o
sinal de RPE para os radicais livres semiquinonas desaparece com as reacgdes
citadas anteriormente (Figura 3) para a formacao de espécies hidroquinonas e
benzoquinonas a partir de semiquinonas. Apesar de ndo serem determinados por
RPE, estes radicais podem ter sido oxidados pelo |, nas condigdes especificadas
no presente estudo, contribuindo para o aumento dos valores da COx dos AH.

Os dados da titulacdo redox dos derivados metilados e acetilados dos AH
indicaram que a formacg&o de radicais livres, a partir de fenois e de residuos de
quinonas, podem explicar grande parte da COx dos AH aqui estudados. O
monitoramento das reacdes de metilagdo e de acetilagdo dos AH, realizado por
meio da espectroscopia na regidao do infravermelho, indicou que a metilacido dos
AH converteu grupos acidos a ésteres, conforme descrito por Sachs et al. (2002).
A acetilagao “bloqueou” os grupos fendlicos e quinonas livres. Os espectros de V-
TF mostraram que a intensidade de absorgdo em 1735-1742 cm™ aumentou
consideravelmente com a metilagdo dos AH. A absorgéo, devida ao estiramento
C-H (2927-2942 cm™), foi também aumentada pela metilacéo e acetilacdo.

A participagao de grupos quinonas na COx dos AH foi, também, proposta
por outros estudos (Lovley, 1995; Lovley et al., 1998; Scoott, 1998). No entanto,
nao se pode descartar a participacao dos grupos fendlicos, mesmo que de forma
indireta, nas propriedades redox avaliadas, indicando que a capacidade redox dos
AH seja resultado da complexa combinacdo de diferentes grupos doadores ou
das transformacbes entre estes para transferir elétrons, como descritos

anteriormente nos modelos apresentados. Essas reagdes, previstas em ambos os
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modelos, podem ocorrer no ambiente pela redugdo microbiolégica dos AH e
estabilizacao de radicais livres tipo semiquinonas ou durante a titulagao redox, via
oxidagao do complexo grupos fendlicos-Fe(ll) dos AH (Struyk e Sposito, 2001).

Os resultados das titulacdes redox dos derivados metilados e acetilados
dos AH indicaram que, em média, 6 % da COx poderiam ser atribuidos, por
exemplo, ao mecanismo do Fe(ll) ligado aos AH. Sendo a média da COx dos AH
igual a 6,91 mol. kg™ a pH 7,0, a porcentagem indicada resultou na COx de 0,41
mol. kg™'. Struyk e Sposito (2001), com base no teor de cinzas de amostras-
padrdao de AH da IHSS, estimaram a participagdo do Fe na COx dos AH. Os
autores consideraram um teor de cinzas nos AH de 3,10 %. Assim, usando os
6,25 mg de AH das titulagdes, e, assumindo que a espécie Fe;O3; determinava
todo o teor de cinzas, indicaram que, aproximadamente 0,14 mol kg'1 de Fe
estavam presentes nos AH. Cada mol de Fe(ll) pode transferir 1 mol; para o I,. A
partir de AH sintético, Aldrich®, Benz et al. (1998) determinaram teor de Fe de
aproximadamente 0,20 mol kg'1, indicando uma participacao especifica desse
elemento nas SH.

De posse dos resultados da microscopia analitica, indicando a presenca
de Fe nos AH, usou-se o procedimento indicado por Struyk e Sposito (2001) para
estimar a participagdo do Fe na capacidade de oxidacdo dos AH. As amostras
estudadas apresentaram, em média, 3,6 % de cinzas, mostrando que esses AH
poderiam apresentar COx proveniente do Fe(ll)), com magnitude de
aproximadamente 0,17 mol, kg'1. Os teores de cinza dos AH variaram de 3,45 a
3,82 % e correlacionaram-se com a COx em ambos os valores de pH (r=0,89 a
pH 5 er=0,97 apH 7, P<0,01). Dessa forma, sendo ambas as estimativas citadas
convergentes e provenientes de diferentes formas de aproximagao, admitiu-se a
sua semelhanga.

Outras evidéncias dos grupos doadores foram obtidas nos voltamogramas
ciclicos dos AH. A quantidade e a divergéncia entre os potenciais de oxidagéo e
de reducdo observadas nos voltamogramas ciclicos dos AH comprovam a
ocorréncia de mais de um grupo redox e as modificagdes conformacionais apés a
oxidacdo e reducdo pelas correntes anddica e catddica, respectivamente. As
modificacdes conformacionais resultaram em voltamogramas do tipo semi-

reversiveis, com distintos potenciais de oxidacdo e de redugdo. Os
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voltamogramas foram similares aos obtidos com quinonas (Nurmi e Tratnyek,
2002).

Os diferentes voltamogramas ciclicos caracterizaram o carater tampao
redox dos AH (Stevenson, 1994), indicado pela resisténcia a alterar seu estado
de oxidacao (integragao das areas dos voltamogramas). Tal capacidade tampéao
redox aumentou em concomitancia com a COx e com a concentragdo de grupos
funcionais redox dos AH.

Assumindo-se que o "Ex° do par redox AHoxAHreq define o seu poder
redutor, a soma das contribuigcdes dos grupos semiquinonas dos AH, ja presentes,
ou alterados durante a titulagdo, poderiam explicar a magnitude dos valores
obtidos para a COx dos AH. A relagéo direta entre a COx dos AH e a CRLS indica
a oxidagao de tais radicais pelo |, permitindo a obtengdo de modelos preditivos
entre a quantidade de elétrons transferidos pelos AH e o seu grau de humificagéo.

A determinacdo da COx dos AH como estimador da CRLS também
fornece a possibilidade do estudo das modificagdes nos sistemas naturais
provocados pelas formas de manejo ambiental. A variavel permite a
caracterizagado e o monitoramento da MOS, além de proporcionar bases para a
obtengao, a classificagcdo e o uso do humus, resultando-se em um indicador

natural da qualidade dos solos.

5.2.1. Quimica e génese

A COx dos AH se alterou segundo a origem das amostras de solo, ou
seja, com a sua génese. Assumindo-se que a CRLS indique o grau de humficagéo
dos AH (Martin-Neto et al., 1994; Milori et al., 2002; Budziak et al., 2004) e que
este reflita os fatores de sua génese, os AH mais humificados foram os obtidos de
residuos organicos, em comparag¢ao aos isolados dos solos. Segundo modelo
estrutural proposto por Piccolo e Nardi (19964, b), a elevada massa molecular das
SH é somente aparente. Em tal modelo as SH sado formadas por unidades
estruturais relativamente pequenas, estabilizadas por ligacbes hidrofébicas e
pontes de hidrogénio, em um arranjo supramolecular (Piccolo, 2001). De acordo
com esta concepgao, nao se pode excluir a inclusao de biomoléculas precussoras
de radicais livres na estrutura das SH (Sutton e Sposito, 2005). A atividade

otimizada dos microrganismos e a divesidade de compostos produzidos durante a
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compostagem (e vermicompostagem) poderiam explicar a maior CRLS dos AH
isolados dos residuos orgéanicos em relagdo aos obtidos de solos. Budziak et al.
(2004) monitoraram a CRLS dos AH durante o processo de compostagem e
encontraram aumentos do grau de humificagdo de AH isolados de residuos
organicos totalmente compostados. Apesar de nado comparar com AH de solo,
seus resultados evidenciaram a simultaneidade entre o avango da humificacao, a
concentragdo de grupos fendlicos, quinonas e semiquinonas dos AH e, ainda, que
€ possivel a estabilizagdo de materiais organicos humificados via compostagem,
como também demonstraram Rivero et al. (2004).

Com relagao as amostras de AH isoladas de solos provenientes de uma
sequéncia tipica de intemperismo, foi possivel verificar que a permanéncia do C
no solo, assim como a qualidade de suas formas humificadas, relacionaram-se
com os fatores de formacédo de solos. Assim, material de origem, atividade
biologica, clima e relevo interagem no tempo, resultando em solos distintos,
marcados por diferengas quantitativas e qualitativas na sua fragdo organica. Os
solos com menor grau de intemperismo apresentaram AH com maior COx e maior
concentragdo de grupos funcionais fendlicos, quinonas e semiquinonas. Tais
resultados acompanharam os aumentos significativos nos teores de C e na CTC
dos solos. Os grupos funcionais doadores de carga da MOS contribuiram para a
expressdo do carater eletronegativo na interface dos coldides das amostras
superficiais de todos os solos estudados. A preservagcao e o incremento das
formas humificadas de C podem contribuir para a retengcéo de cations nos solos
mais intemperizados, onde € maior a dependéncia da MOS para a geragédo de
cargas negativas.

Registra-se, também, que a sequéncia de intemperismo estudada, foi
acompanhada, de forma geral, por modificagcdes ordenadas na vegetagcéo. Assim,
as condigdes ecoldgicas do sistema e os aspectos qualtitativos do ciclo do C
podem indicar, de forma adicional, o estado de intemperismo do solo. A
interligacédo de tais processos € natural e, por isso, as SH indicaram as diversas
sucessoes ecoldgicas (quimicas, fisicas e bioldgicas) nesses sistemas naturais,
analogo ao relatado na literatura (Stevenson, 1994; Santos e Camargo, 1999;
Canellas e Santos, 2005).

Dentre os solos menos intemperizados, que melhor se assemelham aos

solos de regides temperadas, destaca-se a formagao do horizonte A chernozénico
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em dois deles. Tal horizonte, de cor escura devido a estabilizacdo das SH, é
indicativo de solos com alta saturacdo por bases. A estrutura prismatica dos
agregados, usualmente superior a 30 cm, € coerente com a participagdo de
rochas maficas, ricas em Mg e Fe, o que justifica a sua alta fertilidade natural. A
estabilizacdo das SH no horizonte A e a concentragdo de C em uma massa
mineral relativamente pouco alterada e rica em nutrientes constituem-se no
principal atributo diagnodstico dos Chernossolos. Dentre os AH isolados das
amostras de solo os mais humificados foram observados em tais classes.
Segundo Sposito (1989) a protegdo do C nos solos menos intemperizados esta
associdada a maior CTC de tais sistemas. A concentracdo do C no solo aumentou
dos Latossolos para os Chernossolos. Os teores de C do solo variaram de 12,2 a
43,4 g kg™ e diminuiram com o grau de intemperizacdo dos solos. Os resultados
confirmam a relagao entre o grau de intemperismo e a qualidade dos AH.

O Chernossolo Réndzico, especificamente, possui sua génese marcada
pela presenca do calcario e produtos da decomposicédo de anfibdlitos. Sendo um
metal divalente, o Ca pode ligar duas superficies negativamente carregadas,
organicas ou minerais. Tal elemento (e os fatores que condicionam sua presenca)
tem importante papel na reacédo dos solos (Sposito, 1989). A manutencdo de um
pH menos acido nos solos pode condicionar um ambiente mais favoravel a acao
das bactérias e, por conseguinte, também contribuir para a humificagcdo da MOS.
A remocgao do Ca pela lixiviagdo dos solos, entre outros fatores, condicionam a
acidificagao progressiva e, consecutivamente, avango do intemperismo em meio
mais acido. Assim, a calagem pode, também, interferir na dindmica das SH.
Apesar da participacdo do Ca?* no processo de humificagdo da MOS, ocorre,
geralmente, uma gradativa diminuigdo nos teores da fragdo AH. Tal diminuigédo

associa-se a reducdo da atividade do AI**

apos a calagem (Mendonga, 1995).
Nos sistemas tropicais o AP’* tende a se concentrar e, por isso, participa
diretamente na estabilizagdo da MOS. Além disso, os teores de Ca'
incrementados com a calagem levam a uma rapida desestabilizagdo das SH, via
neutralizacdo de parte do APP*, sincronizada com o aumento da atividade
microbiana com a elevagdo do pH, resultando em degradagédo parcial e,
provavelmente, pontual (neutralizacdo do A" e unido do Ca** ao ligante) da
fracdo AH que contribui efetivamente com as cargas. Dessa forma, € comum uma

pequena diminuicdo da MOS apés a calagem. E importante ressaltar, entretanto,
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que tal diminuigao parece ser passivel de resiliéncia, mantidas as entradas de C
(Mendonca e Rowel, 1994). Baldotto (2003) estudou a calagem e a gessagem em
solos do cerrado mineiro. Mesmo com a aplicagao de altas doses (até 2,4 vezes a
necessidade de calagem, reaplicadas anualmente) o autor verificou que os teores
de C mantiveram-se por 3 anos consecutivos. O aumento da produtividade
vegetal e do aporte de material organico tende a se contrabalangar parcialmente
com as perdas apdés a calagem. As elevadas capacidade tampédo e atividade
biolégica nhovamente estabeleceram o antigo panorama, indicando que a génese
das SH é um processo mais complexo, envolvendo outros fatores interligados e
nao somente a presenga de bases no solo.

Nos solos muito intemperizados, como o Argissolo e o Latossolo, os
fatores climaticos intensos e a baixa disponibilidade de nutrientes resultaram nos
AH com menor grau de humificagdo. Nesses sistemas, os processos de perda
tendem a superar os de ganho e a resultante confere um ambiente bioldgico
menos diversificado e mais especializado, com agado regulada pelos ciclos
climaticos, dadas as maiores variacdes a que este € submetido. Como exemplos
pode-se citar a menor capacidade de retencdo e de reposicdo de agua e de
nutrientes, a maior acidez e a deposicdo de materiais organicos menos
diversificados. Tais fatores atuaram sobre a MOS do Argissolo e do Latossolo,
com os menores valores da CRLS e da COx dos AH, indicando desfavorecimento
a humificagdo. Esse fato indica que nos solos onde € maior a necessidade da
MOS para o aumento da fertilidade, a sua quantidade e qualidade sao, entretanto,
inferiores.

Outros estudos (Longo, 1982; Cunha et al., 2003; Cunha, 2005)
observaram baixo grau de humificagdo nos Latossolos brasileiros. O
fracionamento da MOS em Latossolos Amarelos Distroficos nos ambientes de
tabuleiros costeiros, realizado por Cunha et al. (2003), indicou a baixa tendéncia
de estabilizacdo na forma AH, conforme as relacbes AH/AF. Observa-se
concordancia entre os trabalhos com relagéo a ciclagem da MOS e os autores
atribuem as maiores taxas de perdas, se comparados aos solos de regides
temperadas, a baixa concentragdo de bases e aos intensos efeitos dos fatores
climaticos nos sistemas tropicais. Nos solos de clima temperado, as menores
taxas de perdas de C estdo associadas a sua maior capacidade de retengcédo nos

solos com estadio de intemperismo menos avangado. De tal fato resultam os
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maiores incrementos na formagao de “precursores humicos” via reagdes de
condensacgao, seguidas pela estabilizagdo no solo, quase sempre rico em
nutrientes (Stevenson, 1994; Cunha, 2005; Cunha et al., 2006).

Volkoff et al. (1984) estudaram solos em estadios intermediarios de
intemperismo sob condi¢cbes temperadas em campos de altitude e atribuiram a
predominéncia de materiais mais humificados nas SH a mineralizagdo menos
intensa da MOS. No entanto, aumentos de fertilidade e da concentracido de SH
foram observados por Cunha (2005) em alguns solos antropogénicos da regido
Norte do Brasil. Em tais sistemas, os Latossolos sob ambientes favoraveis a
decomposicdo da MOS (Amazbdnia) apresentaram horizonte A antrépico
(Embrapa, 1999) enriquecido em bases trocaveis, com pH em torno de 6,5 e
elevados teores de MOS. A natureza da estabilizagdo do humus nesses sistemas
ainda nao foi totalmente esclarecida. Existe, contudo, razoavel convergéncia
sobre a formacgao de estruturas condensadas.

Volkoff et al. (1984) estudaram diferentes solos brasileiros e indicaram
que os principais fatores que se associaram a génese das SH foram a
temperatura, a disponibilidade de bases e a eficiéncia de drenagem dos solos.
Cunha et al. (2005) ressaltam que estes sdo os mesmos fatores que mais
influenciam a atividade microbiolégica dos solos. A humificacdo dos AH foi
estudada por Cunha (2005) e se correlacionou positiva e significativamente com
os valores da saturagdo por bases (V), CTC efetiva e teor de Ca**.

Em sistemas tropicais, o uso de estratégias de manejo que promovam a
concentragdo de C na forma humificada resulta em melhorias na fetilidade do
solo. Sendo a COx dos AH uma propriedade sensivel as alteragdes qualitativas
dos AH, é possivel utiliza-la como um marcador natural do grau de humificagéo da
MOS e de qualidade do solo.

Com relagdo ao manejo do solo pode-se inferir que, com o cultivo
sucessivo por longos periodos, sobretudo usando-se praticas como as
queimadas, favoreceram-se os fatores que levam a oxidagdo da MOS. Como
resultado de tais perturbagdes observou-se, de forma geral, a perda de qualidade
do solo.

O conteudo de matéria organica € controlado pelos fatores de formagéao
do solo. Fatores como clima, material de origem, relevo, atividade biolégica e

tempo condicionam o balango de carbono em sistemas naturais nao perturbados.
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Com o cultivo ha um novo equilibrio dindmico, sendo as condi¢cbes para oxidagao
da matéria orgéanica favorecidas. Um novo panorama é alcangado, geralmente,
com menor conteudo de matéria orgénica no sistema e acompanhado pela
diminui¢ao da fertilidade do solo.

Os AH isolados dos solos sob cultivo continuo com a cana-de-agucar
indicaram que as principais evidéncias dos efeitos negativos do fogo foram a
brusca queda no poder redutor dos AH, acompanhada pelas diminuicdes na
diversidade de pares redox, como observado nos voltamogramas ciclicos,
significativamente associados a reducado nos teores de grupos funcionais
fendlicos, quinonas e semiquinonas.

A auséncia de um par redox nos voltamogramas ciclicos dos AH obtidos
da area sob cana queimada, associado a reducao de grupos funcionais quinonas
e fendlicos, precursores de radicais livres, pode ser atribuida ao efeito do fogo. A
auséncia desse par redox também foi acompanhada da diminuicao dos valores da
COx dos AH da area de cana queimada quando comparados aos do solo sob
cana crua, em ambas as profundidades amostradas. A voltametria ciclica parece
confirmar que o manejo pode influenciar quantitativamente e qualitativamente a
COx dos AH, pela alteracdo na concentracdo e na diversidade dos grupos
funcionais.

Comparando-se as areas de cana crua e cana queimada, isoladamente
na camada subsuperficial do solo, verificam-se, tanto pela titulagdo redox como
pela voltametria ciclica, efeitos negativos na capacidade redox dos AH isolados
da area de cana queimada. Os resultados indicam que efeitos do fogo por longo
periodo podem ocorrer na camada 0,20 a 0,40 m, apesar de o efeito direto pelo
aumento da temperatura ser bem menor que nas camadas superficiais. A
movimentacdo de cinzas em profundiade e posterior adsorgdo aos coldides do
solo (Cambissolo Ta), acumuladando-se na camada subsuperficial, podem
explicar a expressao de AH com menores concentragdes de grupos funcionais e
inferior atividade redox. Gonzalez-Pérez et al. (2004) sugeriram caminhos na
evolugdo das SH sob efeito do fogo, que passariam por aumento da
aromaticidade e condensacdo, formando materiais policiclicos pouco reativos,
com menor teor de grupos funcionais em sua estrutura, a semelhanga do que foi

encontrado no presente estudo.
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Segundo Almendros et al. (2003), o efeito do fogo na MOS, além de
diminuir as concentragdes de grupos funcionais oxigenados, promove
transformacdes nas SH, resultando em resisténcia a nova degradagao
microbiana, limitando reagdes quimicas importantes na geragdao de grupos
doadores de cargas no solo.

O uso do fogo para a colheita da cana-de-agucar interrompe a sequéncia
de eventos no sistema. Assim, além dos efeitos da alta temperatura, acumulam-
se as perturbagdes provenientes do revolvimento intenso do solo e da renovacéao
mais breve dos canaviais, praticas que sao mitigadas no manejo com cana crua.
No manejo com cana crua, além do efeito direto da fixacdo e concentracéo de C
no solo pela deposigdo gradual de material orgénico proveniente da palha da
cana-de-agucar, a renovacdo do canavial é protelada, quando comparada ao
manejo convencional em cana queimada. O manejo com cana crua pode dobrar o
periodo de renovagdo, minimizando a movimentagdo do solo para o cultivo
(aragbes, gradagens e sulcamentos), desfavorecendo as reagdes de oxidagédo da
MQOS, resultando em concentracdo de C no solo e diminuindo a emissédo de CO;
para a atmosfera (Bayer et al., 2002).

As melhorias na qualidade da MOS, indicadas pelos AH isolados das
areas de cana-de-agucar com auséncia da queima e a mantencdo da palhada
sobre o solo, foram refletidas em aumento da CTC e diminuicdo do PCPLZ dos
solos. Canellas et al. (2003), estudando estas mesmas areas, verificaram
significativos incrementos nos teores de nutrientes e na estabilidade e
permanéncia das fragdes humificadas nos solos sob cana crua. A disponibilidade
de nutrientes correlacionou-se significativamente com a fragdo AH, indicando a
interligacdo entre os processos ecologicos que condicionam a melhoria da
atividade bioldgica, a estabilizagdo do C, a disponibilizagdo dos nutrientes, entre
outros, que podem ser monitorados pela fragdo AH e mais especificamente nesse
estudo por sua atividade redox.

Os AH com maior COx, por exemplo, foram obtidos dos solos com os
menores valores de PCPLZ. A redugao do PCPLZ com o aumento da COx deve-
se a maior estabilizagdo dos AH sob aporte constante de matéria orgénica nas
areas de cana crua. Siqueira et al. (1990a, b) e Peixoto (1997) encontraram
reducdo do PCPLZ com a adi¢cdo de materiais organicos no solo. Os efeitos da

MOS no abaixamento do PCPLZ s&o devidos, principalmente, ao proprio potencial
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de desprotonamento (pK) dos grupos funcionais da MOS, que ocorre abaixo do
pH normal da maioria dos solos tropicais (4,5 a 5,5), e também, a adsorgédo de
anions organicos aos sitios de carga positiva dos 6xidos, que podem predominar
nas mesmas condigdes de pH citadas. Vale ressaltar, que o efeito da MOS no
abaixamento do PCPLZ dos solos aumenta com o aumento do intemperismo e a
predominancia de o6xidos de Fe e Al na mineralogia do solo (Sposito, 1989;
Siqueira et al., 1990a, b, c; Peixoto, 1997).

O material organico incorporado pela aplicagdo de vinhaga a longo prazo,
aumentou o poder redutor da MOS. Esse aporte de material organico pode, além
de beneficiar a tendéncia global a eletronegatividade nos coléides do solo,
favorecer as reacdes quimicas pela capacidade de transferir elétrons dentro dos
valores de potenciais redox normalmente encontrados nos solos agricultaveis.

Os valores da COx dos AH foram aumentados com o uso da vinhaga para
as duas profundidades estudadas. Na camada superficial, houve acréscimo de 17
% no teor de C do solo e de 34 % no teor de C dos AH sobre os teores da area
sem vinhaga. Ja na camada subsuperficial, estes mesmos teores aumentaram 11
e 62 %, respectivamente. A concentracédo de C no solo € um fator fundamental
para a recuperagao das propriedades quimicas e fisicas de solos sob intenso
cultivo.

A CTC da camada superficial do solo na area sob a adubacdo com
vinhaga apresentou aumento de 8 % sobre a CTC do solo sem vinhacga.
Entretanto, ndo parece ter havido suficiente movimentacao da vinhaga no perfil do
solo para modificar a CTC em subsuperficie. Também n&o foi observada
alteracdo do PCPLZ com o uso de vinhaga na dose e tempo estudados.

Em geral, as variaveis estudadas, fundamentais na caracterizagao
quimica do solo e das SH, apresentaram significativas correlagdbes com a COx
dos AH, indicando a importancia desta propriedade para a caracteriz¢éo e

predi¢cao da funcionalidade da MOS.
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RESUMO E CONCLUSOES

O potencial do eletrodo (En) e a capacidade de oxidagao (COx) informam
sobre os fatores intensidade e capacidade dos sistemas redox, respectivamente.
Estudos prévios sugeriram a hipotese de que radicais livres presentes nos AH
participam nas reagdes redox. Existem, entretanto, poucos dados disponiveis
sobre medigdes diretas das propriedades redox dos AH. No presente estudo 20
amostras de AH foram tituladas com um oxidante (l;), em atmosfera inerte e
condicbes especificadas. Os AH apresentaram potencial formal padrdao do
eletrodo ("Ex®) com valores entre 0,773 e 0,794 V a 25 °C. A COx dos AH variou
de 3,88 a 4,39 mol. kg™ a pH 5,0 e a partir de 5,35 até 7,89 mol. kg a pH 7,0. A
COx dos AH apresentou correlagéo positiva e significativa com as concentragbes
dos grupos funcionais fendlicos, quinonas e semiquinonas em sua estrutura. Os
resultados apresentados permitem concluir que:

1. O FER° para a semi-reacado de redugdo do par redox AHox, AHreq foi €m
meédia de 0,772 V. Tal valor indica que os AH estudados podem participar de
reacdes redox nos sistemas naturais.

2. A COx dos AH variou em funcdo do pH do sistema e da origem das

amostras.
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3. AH com maiores teores de grupos fendlicos, quinonas e semiquinonas
apresentaram COx mais expressiva.

4. As reagoes de derivagao quimica por metilacdo e acetilagdo reduziram
a COx dos AH de forma semelhante e indicaram a participagdo de grupos
funcionais fendlicos e de residuos de quinonas na reacado de transferéncia de
elétrons.

5. Foi possivel predizer a CRLS e, assim, o grau de humificagcdo dos AH
estudados, a partir da sua COx.

6. A COx dos AH se relacionou estreitamente com o indice de
intemperismo do solo. Solos menos intemperizados apresentaram AH mais
humificados e com maior quantidade de elétrons transferiveis.

7. Os manejos da cana-de-agucar com a preservagao da palha sobre o
solo e com a adi¢ao de vinhaga por longo tempo promoveram aumentos da COX,
do grau de humificagao e da fertilidade do solo em relagdo aos manejos usando a

queima para a colheita e sem a adigao de vinhaga, respectivamente.
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APENDICE



APENDICE A. Titulagdo redox iodimétrica de acido htimico



Quadro 1A. Forca eletromotriz (f.e.m.) de acordo com a adi¢cdo de solucéo
oxidante (l,) ao titulado preparado com 4,15 mg de acido humico, referéncia
“vermicomposto”, suspenso em 125 mL de tampé&o fosfato a pH 7,00,
contendo KCI 0,05 mol L™

LY fe.m LY fem LY fem LY fe.m LY fem LY fem

puL mV pL mV pL mV  pylL mV  uyL mV ul mV

101 92 120 184 174 276 218 368 287 460 347
101 94 121 186 175 278 220 370 290 462 350
101 96 125 188 175 280 223 372 291 464 351
101 98 124 190 175 282 223 374 295 466 354
102 100 123 192 176 284 224 376 295 468 355
10 102 102 123 194 179 286 225 378 296 470 359
12 102 104 122 196 179 288 225 380 296 472 362
14 103 106 125 198 183 290 225 382 298 474 362
16 103 108 123 200 185 292 225 384 298 476 362
18 102 110 125 202 185 294 228 386 299 478 362
20 103 112 128 204 187 296 229 388 301 480 366
22 104 114 128 206 187 298 231 390 304 482 366
24 104 116 130 208 190 300 231 392 305 484 366
26 105 118 135 210 190 302 231 394 305 486 372
28 105 120 135 212 192 304 231 396 306 488 372
30 107 122 138 214 193 306 233 398 307 490 374
32 107 124 138 216 195 308 235 400 308 492 374
34 107 126 141 218 195 310 240 402 308 494 381
36 107 128 141 220 197 312 242 404 311 496 381
38 109 130 146 222 197 314 242 406 311 498 388
40 109 132 146 224 199 316 244 408 313 500 388
42 109 134 148 226 199 318 244 410 314 502 389
44 109 136 152 228 199 320 247 412 316 504 394
46 110 138 152 230 201 322 247 414 316 506 394
48 110 140 154 232 201 324 247 416 318 508 396
50 110 142 154 234 205 326 250 418 321 510 396
52 112 144 154 236 205 328 253 420 321 512 399
54 111 146 155 238 205 330 253 422 322 514 402
56 112 148 155 240 209 332 255 424 324 516 402
58 112 150 155 242 209 334 255 426 324 518 405
60 114 152 155 244 210 336 259 428 326 520 408
62 114 154 155 246 211 338 259 430 326 522 411
64 114 156 155 248 211 340 259 432 327 524 411
66 115 158 160 250 212 342 261 434 327 526 469
68 116 160 160 252 212 344 261 436 327 528 469
70 116 162 161 254 212 346 263 438 330 530 469
72 117 164 163 256 211 348 265 440 330 532 469
74 117 166 165 258 211 350 265 442 332 534 469
76 118 168 166 260 212 352 269 444 332 536 469
78 119 170 167 262 212 354 274 446 335 538 469
80 120 172 167 264 212 356 275 448 339 540 469
82 120 174 167 266 215 358 279 450 339 550 469
84 120 176 170 268 214 360 279 452 339 600 469
86 120 178 170 270 215 362 280 454 344 650 469
88 120 180 170 272 215 364 281 456 344

90 120 182 174 274 216 366 287 458 347

) Molinidade = 0,0308 mol kg™’ e Densidade = 1,099 kg L™

o NhDNDO




