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PROPRIEDADES REDOX E GRUPOS FUNCIONAIS
DE ACIDOS HUMICOS ISOLADOS DE
ADUBOS ORGANICOS®

Marihus Altoé Baldotto(z), Luciano Pasqualoto Canellas(3), Maria
Cristina Canela(4), Marcelo Luiz Simées(5), Ladislau Martin-Neto(5),

Mauricio Paulo Ferreira Fontes® & Ary Carlos Xavier Velloso®

RESUMO

Dependendo das condigdes do sistema, os Acidos humicos 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 e a
capacidade de oxidac¢ao informam sobre os fatores intensidade e capacidade dos
sistemas redox, respectivamente. Estudos prévios tém aventado a hipotese de que
radicais livres nos acidos humicos participam dessas rea¢des redox. No presente
estudo, seis acidos humicos isolados de adubos organicos foram titulados com um
oxidante (I;) em atmosfera inerte e condi¢des especificadas. Os acidos humicos
apresentaram valores do potencial formal-padrio do eletrodo semelhantes: entre
0,773 € 0,794V a 25 °C. A capacidade de oxidacio dos acidos htimicos variou de 3,88
a4,39 mol, kg! a pH 5,0 e de 5,35 a 7,89 mol, kg! a pH 7,0. Foi observada correlacio
positiva e significativa entre a capacidade de oxidac¢éo dos 4cidos humicos e as
suas concentracgoes de grupos funcionais fenélicos, quinonas e semiquinonas.

Termos de indexac¢éo: quimica do solo, substancias humicas, potencial redox,
capacidade de oxidag¢ao, humificacgéo.
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SUMMARY: REDOX PROPERTIES AND FUNCTIONAL GROUPS OF HUMIC
ACIDSISOLATED FROM ORGANIC RESIDUES

According to the system conditions, humic acids act as oxidants or as reductants. In
natural systems the electron flow is directly associated with humus content and quality.
Electrode potential and oxidation capacity inform about the intensity and capacity of the
redox systems. In previous studies it has been assumed that free radicals participate in
humic acid redox reactions. In our study six humic acids isolated from composed organic
residues were titrated with an oxidant (I,) in inert atmosphere and specified conditions.
Humic acids presented similar standard formal electrode potentials, with values between
0.773 and 0.794 V, at 25 °C. The oxidation capacity of humic acids varied from 3.88 to
4.39 mol, kg at pH 5.0 and from 5.35 to 7.89 mol, kg'! at pH 7.0. Positive and significant
correlations were observed between the oxidation capacity and the concentrations of the
phenolic, quinone and semiquinone functional groups in the humic acids.

Index terms: soil chemistry, humic substances, redox potential, oxidation capacity,

humification.

INTRODUCAO

O aumento e a estabilidade dos estoques de C no
sistema solo reduzem a emissdo de CO5 para a
atmosfera e o agravamento do efeito estufa,
contribuindo com estratégias de desenvolvimento
limpo. No solo, a estabilidade quimica do C ocorre
com a formacdo de substancias humicas (SH), por
meio de um processo genericamente denominado
humificacdo. Esse processo pode ser estimado pelo
aumento da concentragio de radicais livres do tipo
semiquinonas (CRLS) nos acidos humicos (AH),
determinados por meio da ressonancia paramagnética
eletronica (RPE) (Martin Neto et al. 1994a, b; Pérez
et al., 2004). Com o avanc¢o da humificac¢ao ocorre a
policondensacédo e a conjugacgdo de estruturas
insaturadas nos AH (Piccolo, 2001). Grupamentos
fendlicos formados durante o processo de decomposicao
da matéria organica sio convertidos em quinonas, via
reacgoes de oxidacdo, as quais sdo precursoras de
radicais livres do tipo semiquinonas nos AH (Milori
et al., 2002; Budziak et al., 2004; Rivero et al., 2004),
que se estabilizam com o avanco da humificacao.

Os radicais livres do tipo semiquinonas dos AH
séo grupos doadores de elétrons e, por meio de titulagoes
redox iodimétricas, podem ser oxidados pelo iodo (Iy).
Dessa forma, tais titulag¢des permitiriam,
analogamente 4 RPE, estimar o grau de humificagao
dos AH. No entanto, nem toda a atividade redox dos
AH pode ser atribuida a CRLS, sendo necesséarias in-
formagoes adicionais sobre a relac¢do entre os diferen-
tes grupos funcionais e o poder redutor dos AH (Helburn
& MacCarthy, 1994; Matthiessen, 1995; Lovley et al.,
1998; Scott et al., 1998; Struyk & Sposito, 2001).

Scott et al. (1998) e Lovley et al. (1996, 1998) estu-
daram a atividade redox dos AH e indicaram que os
grupos quinonas sdo os principais responsaveis pela
transferéncia de elétrons entre microrganismos, AH
e espécies solidas de Fe(III). Segundo o mecanismo
indicado pelos autores. os radicais semiguinonas po-

dem originar-se quando grupos quinonas presentes
nos AH sio reduzidos, permanecendo estaveis no
ambiente. Os grupos semiquinonas podem ser redu-
zidos a radicais hidroquinonas, ainda mais estaveis.
Alternativamente, grupos fenélicos contidos nos AH
também podem sofrer oxidacdo e formar radicais
semiquinonas, que, se oxidados, podem resultar em
benzoquinonas (Struyk & Sposito, 2001). Adicional-
mente, o segundo mecanismo citado indica que parte
da quantidade de elétrons transferiveis pelos AH é
proveniente da oxidag¢do do Fe(Il) ligado a grupos
fendlicos. Na reacdo, um agente oxidante, como o I,
recebe um elétron a partir do complexo AH-Fe(Il),
reduzindo-o a um grupo semiquinona (Struyk &
Sposito, 2001). Dessa forma, a concentracéo de radi-
cais livres de tipo semiquinona pode ser mantida pela
“intra-oxida¢@o” durante a titulacio redox dos AH
(Struyk & Sposito, 2001). Outros estudos verifica-
ram a ocorréncia da ligac¢do entre o Fe(IIT) e moléculas
organicas (Schwarzenbach et al., 1990; Martin-Neto
et al., 1994 b), entre moléculas poluentes, como os
compostos nitroaromaticos e metanos polialogenados,
sendo o Fe(III) reduzido a Fe(IT). Os autores sugerem
que um ciclo similar seja esperado entre a matéria
organica humificada e espécies de Fe.

A metilag¢io dos AH com diazometano (CH,N,) con-
verte grupos acidos em R-OCHs, que, no caso de SH,
s8o denominados humatos de metila. Especificamen-
te, grupos fendlicos e quinonas dos AH podem ser
acetilados com anidrido acético em piridina, formando
ésteres (Stevenson, 1994; Sachs et al., 2002). A titulacio
redox desses derivados metilados e acetilados permite
verificar a participacao dos grupos 4cidos e dos resi-
duos de quinonas nas reacgoes redox envolvendo AH.

As titulagdes redox de AH permitem estimar o
potencial formal-padrdo do eletrodo (FEg°) e a
capacidade de oxidac¢ao (COx), os fatores intensidade
e capacidade da atividade de elétrons, respectivamente,
analogos ao pH e a capacidade de neutralizagio para
o caso de prétons (Sposito. 1989). O FE,° pode ser medido
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utilizando-se 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 da qual se deseja medir o potencial, e o eletrodo
de referéncia mantém seu potencial constante, gerando
uma for¢a eletromotriz (f.e.m.), que é resultante da
diferenca de potencial eletroquimico entre os dois
eletrodos (Stumm & Morgan, 1996). O valor do FEy°
possibilita a determinacio das atividades de oxidantes
e redutores para um determinado par redox. A COx
de uma substancia pode ser utilizada na determinacgio
da quantidade de elétrons transferiveis nas reacoes
redox e é definida como o nimero de mols de carga
por unidade de massa que um composto é capaz de
transferir a um forte oxidante (mol, kg1).

Este estudo teve como objetivos determinar, por
meio de titulacgoes redox iodimétricas, a capacidade
de AH isolados de adubos organicos, e de seus deriva-
dos quimicos acetilados e metilados, transferirem elé-
trons e relaciona-la com a concentracgao de grupos fun-
cionais carboxilicos, fendlicos, quinonas e
semiquinonas presentes em sua estrutura.

MATERIAL E METODOS

Amostras de acidos humicos

Para isolamento dos AH, seis adubos orgéanicos
foram escolhidos: (a) vermicomposto; (b) composto de
esterco de curral; (c) composto de esterco de aviario; (d)
composto da mistura em partes iguais, de esterco de
curral e de aviario; (e) composto de torta de filtro e (f)
composto de residuo organico de lixo domiciliar 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 ap0s a instalacio das pilhas de esterco, o que
corresponde a 45 dias depois de colocadas as minhocas.
Os estercos de curral e de aviario foram coletados na
“Fazendinha Agroecologica” da Embrapa Agrobiologia,
Seropédica-Rd. A torta de filtro e o lixo urbano foram
amostrados, respectivamente, na Usina Paraiso,
localizada no municipio de Campos dos Goytacazes-
RJ e na Companhia de Limpeza Urbana (Comlurb)
do municipio do Rio de Janeiro. A compostagem da
matéria organica foi realizada conforme os
procedimentos usuais adotados na “Fazendinha
Agroecolégica”, que envolvem, principalmente, o
controle didrio da temperatura e o revolvimento
semanal das pilhas durante a fase terméfila.

Os AH foram isolados dos adubos organicos con-
forme as recomendacgées da Sociedade Internacional
de Substancias Hamicas (IHSS, 2006), usando-se
NaOH 0,1 mol L'! sob atmosfera de Ny. Apés agita-
¢do por 24 h, o material foi centrifugado a 5.000 g por

20 min O cobrenadante foi coletado e o nH do extrato
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foiimediatamente ajustado a 1,5 com HC1 6 mol L1,
Depois de 18 h, a fragdo 4cidos fGlvicos foi sifonada e
descartada. O material remanescente (precipitado de
AH) foi solubilizado em NaOH 0,1 mol L'l e
centrifugado a 5.000 g por 10 min, e o sobrenadante,
descartado. A dissolucéo e a reprecipitacio dos AH
foi repetida por mais duas vezes. A seguir, o precipi-
tado de AH foi solubilizado e permaneceu em
HF + HC1 5 % por 48 h, visando & remogao de residu-
os de minerais de argila e de ions paramagnéticos,
sendo a seguir centrifugado a 5.000 g. Os AH foram
lavados com 200 mL de HCIl 0,01 mol L-1,
centrifugados a 5.000 g. A seguir, o precipitado de
AH foilavado com dgua destilada até teste negativo
para Cl', usando-se AgNO30,1 mol L1, e depois trans-
ferido para membranas de dialise de 10 mL (cut-off
14 KDa, Thomas Sci.). Apés a didlise, até a obtencéo
de condutividade elétrica igual a da HyO destilada
(1,0 uS ecm), os AH foram liofilizados e armazenados
em dessecador.

Derivados acetilados e metilados

Os AH isolados foram submetidos a derivagéo
quimica por metilacdo e acetilacdo (Sachs et al., 2002).
Os derivados acetilados foram obtidos ap6s a reacéo
com anidrido acético em presenca de piridina, sob
agitacdo magnética continua a temperatura ambiente,
durante uma semana. O processo de metilagdo de AH
foi conduzido com diazometano (CH,Ny), 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 incorporacio do
diazometano aos AH foi completada, indicada pela
coloragao amarela do CH,N,,

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

Titulagoes redox

As titulagdes redox consistiram da oxidagdo dos
AH estudados com I, (iodimetria), sob atmosfera inerte
(Struyk & Sposito, 2001). Utilizou-se um frasco
hermético (Figura 1), mantendo-se a temperatura do
titulado a 25 °C por meio de fluxo de 4gua continuo,
proporcionado pelo acoplamento do frasco de titulacéo
a um equipamento de “banho termostatizado”
(Microquimica® Banho MQBCT 99-20).

Preparou-se a tampa do frasco para acomodar um
eletrodo combinado para pH (peagdmetro Quimis
Q400A) e um eletrodo redox combinado (Analyser
6A05-GK AgCl, Ag | | Pt), além de um tubo para
entrada de gas (Ar) e uma microbureta de 2 mL
(Gilmont® GS-1200-A, com subdivisdes de 2 uL),

11cando-ce a1licone nara vedacan
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Figura 1. Esquema do equipamento de titulacio
redox. A: microbureta; B: tubo para entrada de
Ar; C: eletrodo de Pt combinado (referéncia
AgCl, Ag); D: agitador magnético; E e F: entrada
e saida de agua a 25 °C, respectivamente.

No preparo do titulado, adicionaram-se ao frasco
de titulacdo 125 mL de solucdo-tampéo fosfato
(Na,HPO, 0,05 mol L1 e NaH,PO,.H50 0,05 mol L1)
contendo KC10,05 mol L1 e, em seguida, ajustou-se o
pH com HCI1 ou NaOH para pH 5,00 ou 7,00.

A solucio foi agitada magneticamente e borbulhada
com Ar por 60 min, para deplegdo de Oy. Acrescentou-
se AH a solugdo para obter uma concentragdo em
suspensio de 50 mg L1 (6,25 mg AH suspensos em
125 mL de solu¢do-tampao fosfato 0,05 mol L't com
KC10,05 mol L'1). Novamente, agitou-se e borbulhou-
se a suspensdo com Ar durante 30 min. Em seguida,
ajustou-se o pH da suspensao para 5 ou 7 com HCl ou
NaOH, para inicio da titulacao.

Para cada titulagdo, calibrou-se o peagametro
utilizando solugoes-tampaoapH 4 ea pH 7. O eletrodo
redox foi calibrado com solucgéo-tampao redox férrico-
ferrosa, preparada com sulfato ferroso amoniacal
0,100 mol L1, sulfato férrico amoniacal 0,100 mol L!
e HyS0, 1,00 mol L', A leitura da f.e.m.,, em
439 + 2 mV indicou o correto funcionamento do eletrodo
(Light, 1972).

Padronizou-se a solucdo de Iy, para cada titulacao,
utilizando tiossulfato de sdédio, de acordo com as
reacoes propostas por Bard et al. (1985):

25,0,7 (aq) = S.0,” (aq)+ 2¢”
L(aq)+2¢” =21 (aq)

E,°=-0080V (1)
E,°=+0,621V  (2)
E =054V (3)

25,0, (aq)+1,(aq) =5,0," (aq)+ 2I" (ag)

Nas titulagdes utilizaram-se incrementos de 2 pL
de solucio 0,025 mol kgt de Iy (mol kg'! = molinidade,
ou seja, o numero de mols de Iy por kg de solucéo)
com dencidade conhecida e ande cada ineremento de

Marihus Altoé Baldotto et al.

titulante, a solucao foi agitada e borbulhada com Ar
por mais 30 segundos, para facilitar a homogeneizacio
do sistema. Em seguida, registrou-se a leitura da
f.e.m. ), apés cada adigéo de titulante, sempre quando
a variacido no aparelho foi menor ou igual a
2,0 mV min'l. O ponto final da titulagio redox de AH
foi atingido quando valores constantes de f.e.m. .y,
foram registrados apés a adi¢ao de oxidante.

As curvas de titulag¢do redox foram obtidas
relacionando-se num grafico os valores de f.e.m.,,
(eixo das ordenadas) de acordo com a COx dos AH
(eixo das abscissas). O valor da COx foi determinado
pelo ntimero de mols de I; (aq) reduzidos a I" (4 na
reagdo por unidade de massa de AH (mol, kg1),
usando-se a equacao (Struyk & Sposito, 2001):

2 mol,

densidade da solugio de 2 x molinidade da solugdo I ( 4)

-1 .
mol. ke Massa de AH

mol 1 ¥

Determinou-se o ponto de inflexdo de cada curva
de titulacéo redox, obtendo-se a segunda derivada da
funcdo usando o software Origin®. No ponto de inflexo,
a f.e.m.., fol estimada por interpolacio (Struyk &
Sposito, 2001). Adicionalmente, realizaram-se titulacoes
de amostras em branco, sem adi¢do de AH.

Analise dos dados das titulacdes redox

Analisaram-se os dados obtidos com a titulagido
redox dos AH de acordo com estudo desenvolvido
inicialmente por Struyk & Sposito (2001). Os valores
de forga eletromotriz (f.e.m...,), medidos durante as
titulagoes redox, foram relacionados com o potencial
formal do eletrodo (FEg), de acordo com a equacgio:

f.e.meer, = FEy (HAoy, HAgeq) — E°n (AgCl, Ag) (5)

em que Ey° (AgCl, Ag) =222 mV é o potencial-padrao
do eletrodo de referéncia (AgCl, Ag a 25 °C) relativo
ao eletrodo-padrao de hidrogénio e FEy; (HA ., HA,q) é
o potencial formal de eletrodo da meia reagdo AHg,,
AHg,q4, que correspondem, respectivamente, as formas
oxidada e reduzida de AH, de acordo com a reacdo de
reducédo global:

AHpy+ne +qH*=AHgey ©®)

No ponto de inflexdo (Stumm & Morgan, 1996;
Struyk & Sposito, 2001):

f.e.mgq, = FE°y (AHpy, AHg.q) — (/1) 0,05916 pH
-E°y (AgCl, Ag) (7

na qual "E°y(AH,, AH,.) indica o potencial formal-
padréo do eletrodo de AH.

A relagdo g/n indica o nimero de mols de prétons
(q) por mols de elétrons (n) transferidos durante a
oxidacdo de 1 mol de AH. Foi calculada utilizando-se
os valores da f.e.m..,, obtidos para dois valores de
H B Oe70) por meio da eauiacao:
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Af.em.
_q_ 005916 ®)
il ApH

em que Af.e.m. é a variagdo da f.e.m. ., por unidade
log de varia¢do do pH (ApH) no ponto de inflexao da
titulacdo.

De posse dos valores da rela¢do g/m e da f.e.m. .,
no ponto de inflexio, calculou-se o FE°y para a meia
reagdo redox (AHqy,AHRg.q), usando-se a equagao 7.

O FEy° de cada amostra de AH foi convertido na
constante de equilibrio condicional, usando-se a
seguinte relacdo (Stumm & Morgan, 1996):

F
E%,

logK, =
OB T 05916 ©)

na qual K, é a constante de equilibrio condicional, a
298 K, correspondendo a reagdo de reducao genérica
para um elétron transferido (Struyk & Sposito, 2001):
m Ox + (¢q/n) H" + e = pRed (10)
O pe para o par redox AHgp,, AHg.q foi obtido
conforme a equacgio (Stumm & Morgan, 1996):

pe =log K, —(g¢/n) pH an

Determinacio dos grupos funcionais

A determinacio dos grupos funcionais acidos dos
AH foi realizada de acordo com Schnitzer & Gupta
(1965). Determinou-se a acidez total e a carboxilica
experimentalmente e, pela sua diferenca, a acidez
fenoélica.

Para determinagéo da acidez total foram adiciona-
dos, em um erlenmeyer de 125 mL, 100 mg de AH e
20 mL de Ba(OH); 0,125 mol L', Simultaneamente,
foi preparada uma amostra em branco. O ar do fras-
co foi trocado por N, através do borbulhamento por
cinco minutos, e o sistema foi agitado por 24 h a tem-
peratura ambiente (25 °C). A seguir, a suspensio foi
filtrada e o residuo lavado com agua destilada livre de
CO, (agua fervida e resfriada para 25 °C). O excesso
de Ba(OH), da suspenséo foi titulado potenciometri-
camente com HC1 0,5 mol L'}, até pH 8,4.

A extracgao da acidez carboxilica (teor de grupos
COOH) foi realizada com acetato de cdlcio e
determinada por titulagdo com hidréxido de sédio. Em
um erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 100 mg
de AH, 10 mL de Ca(OAc), 1,0 mol L'l e 40 mL de
dgua destilada livre de CO,. Simultaneamente, foi
preparado o teste em branco. Sob atmosfera de N, o
sistema foi agitado por 24 h a temperatura ambiente.
A seguir, a suspensao foi filtrada e o residuo lavado
com agua destilada livre de CO,. O 4acido acético
produzido pela reacio do acetato com o H* do grupo
carboxilico foi titulado com NaOH 0.1 mol I,-1
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previamente padronizado com biftalato de potéssio,
até pH 9,8.

A concentracgdo de grupos quinonas nos AH foi
estimada pelo método da reducdo a hidroquinona,
usando-se o cloreto de estanho (II) em meio alcalino
como redutor, conforme Schnitzer & 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 agitacio
constante até a solubiliza¢io. Em seguida, foram
adicionados 20 mL de NaOH 2,5 mol L'l e 10 mL de
SnCly, 6H,0 0,05 mol L'l e o frasco foi fechado.
Procedeu-se a reacdo por uma hora sob agitacio
constante e sob atmosfera inerte de Ny. O excesso do
redutor (Sn?*) foi titulado potenciometricamente,
usando-se o Cry0,2 como oxidante, a partir da solucio
titulante KyCry0; 0,05 mol L1,

Os espectros de RPE foram obtidos a temperatura
ambiente, usando um espectrometro Bruker EMX 9
GHz, conforme Martin-Neto et al. (1994a, b). Para
obtencao das 4dreas dos sinais foi utilizada a
aproximacao I x (AHpp)2 (Poole, 1967), em que I é a
intensidade do sinal e AHpp é a largura deste, tomada
de pico a pico. Na determinacdo da CRLS utilizou-se
o método do padrio secundério com um cristal de rubi
e o padrio strong pitch da Bruker com concentracéo
de radicais livres (spins g'!) conhecida. As condicoes
experimentais foram: poténcia das microondas de
0,1 mW, determinada por saturacéo de poténcia;
frequiiéncia de modulacdo de 100 kHz; amplitude de
modulac¢io de 0,1 mT; constante de tempo de 2,56 ms;
e tempo de conversio de 10,24 ms. As analises foram
realizadas com, no minimo, oito varreduras por
determinacao.

Residuos de Fe

A presenga de residuos de Fe nos AH foi detectada
usando-se energia dispersiva de raios X acoplado a um
microscopio eletronico de varredura (MEV-ESEM 962—
Zeiss). Obtiveram-se os seguintes espectros: geral (pre-
senca do elemento) e pontual (localiza¢do do elemento)
do campo analisado (Vidal-Torrado et al., 2006).

Analises estatisticas

Estimaram-se o erro-padrao da média para cada
variavel experimental e a correlagdo linear de Pearson
entre a capacidade de oxidacdo e a concentracao de
grupos funcionais dos AH. As estimativas dos
coeficientes de correlac¢io foram submetidas ao teste
Faleb % (Steel & Torrie, 1960).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Potencial do eletrodo

As curvas de titulagido potenciométrica dos AH
foram semelhantes as obtidas por Struyk & Sposito
(2001), usando trés amostras-padrao de AH da IHSS.
Um exemplo de curva de titulacio redox iodimétrica
ancontra-ce na fiocrira 2
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Figura 2. Titulagdes redox de 6,25 mg de acido
hamico (AH), suspenso em KC1 0,05 mol L e
solucio-tampao fosfato 0,05 mol L', a pH 5,00 e
7,00.

Foi possivel observar um nitido ponto de inflexdo
nessas curvas de titulagido, que apresentaram a
variacdo caracteristica da f.e.m.., com a deplec¢do do
redutor e adi¢do de oxidante, e, também, uma regido
com pequena variagdo da f.e.m.,,. Assumiu-se a
inflexdo da curva como o ponto final da titulagio
potenciométrica. Segundo Struyk & Sposito (2001), a
pequena variac¢do da f.e.m..), estd associada a
presenca de residuos de Fe(IT) nos AH, ndo removidos
mesmo apds o processo de purificacido recomendado
pela IHSS.

Os dados das titulagdes redox dos AH revelaram
diminui¢do média de 40 mV na f.e.m.,, com o au-
mento do pH de 5,0 para 7,0 (Quadro 1). Essa ten-
déncia foi observada por Struyk & Sposito (2001) e
por Matthiessen (1995). A equagdo 7, apresentada
anteriormente, indica que a f.e.m,, varia inversa-
mente com o pH do sistema redox. Todos os AH isola-
dos no presente trabalho transferiram ao I (aq), na
reacdo de oxida¢do, aproximadamente um préton para
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cada trés elétrons, ou seja, a relagdo g/n foi igual a
0,33. Esse valor médio também foi observado por
Struyk & Sposito (2001) para amostras-padrao de AH
da THSS.

Considerando a reagao redox entre AHgq e I, com
arelacdo g/n de aproximadamente 0,33 (1/3 de H* por
e transferido), os resultados permitem supor que o
par redox AHg,, AHg.q resulte na reagédo de redugéo
genérica dependente do pH:

AHg, + e + 1/3H" = AHgq 12)

No presente estudo, os valores de FEx® para a semi-
reacdo de reducdo dos AH isolados dos adubos
organicos foram semelhantes e, em média, iguais a
0,782 V. Struyk & Sposito (2001), usando trés
amostras de AH obtidas de solo e de sedimentos,
observaram valores de FEy° préximos a 0,780 V.
Ambos os trabalhos usaram o I, como oxidante. Os
AH estudados apresentaram FEy° e log K, andlogos
aos de compostos o-quinona (Helburn & MacCarthy,
1994). No entanto, diferenciam-se pela mais ampla
relagdo g/n verificada nos grupos o-quinona (1,00) em
relacdo aos AH (0,33).

A comparacéo entre os valores das propriedades
redox de alguns pares comuns nos sistemas naturais
(Quadro 2) permitiu alocar o par redox AHgy, AHg.q,
com a média de FE° ~ 0,782V, na “seqiiéncia redox”
indicada por Stumm & Morgan (1996). Os resulta-
dos apresentados confirmaram que os AH podem re-
duzir Hg(II) e Mn(IV), conforme observaram, respec-
tivamente, Alberts et al. (1974) e Sunda & Kieber
(1994), incubando tais ions metélicos com bactérias
redutoras e AH.

Introduzindo os dados médios dos AH estudados
no diagrama pe vs pH adaptado de Bartlett & James
(1993), contendo os dados das amostras-padrio de AH

Quadro 1. Capacidade de oxida¢io (COx) e potencial formal-padrao do eletrodo (FE°H) de 4cidos humicos

COx f.e.m.cela
Acido htumico pH 5 pH7 pH 5 pH 7 q/n FE°s  log K. pec
molc kg-! mV \
Vermicomposto 4,39 £ 0,05 7,89 + 0,09 451+ 3 411+ 5 0,34 0,773 13,1 10,7
Torta de Filtro 4,20 + 0,04 6,23 + 0,06 459+ 5 420 + 3 0,33 0,779 13,2 10,9
Esterco de Curral 4,25 + 0,07 7,35+ 0,09 460 + 4 421+ 5 0,33 0,780 13,2 10,9
Esterco de Aviario 4,35 + 0,05 7,64 £ 0,08 465 + 2 425 + 4 0,34 0,787 13,3 10,9
Curral + Aviério 4,28 £ 0,06 6,99 + 0,09 455 + 2 415+ 6 0,33 0,777 13,1 10,8
Lixo Urbano 3,88 + 0,05 5,35 + 0,05 472 + 3 432 + 4 0,34 0,794 13,4 11,0

As médias dos valores determinados experimentalmente para a COx e a f.e.m.

cela €5td0 acompanhadas pelo seu erro-padrao. As

demais variaveis foram calculadas como descrito na secio Material e Métodos.
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Quadro 2. Propriedades redox de alguns pares comuns em sistemas naturais

Pares redox FEu° log K¢ pec VO (pH5) pec (pH7)
A%
Y% MnOgq (s) + 2H* + e- = % Mn?* (aq) + H20 0,76 12,8 12,8 8,8
Fe(OH):* (aq) + e + H* = Fe2* (aq) + H20 0,90 15,2 10,2 8,2
% Hg? (aq) + e = Hg® (g) 0,85 14,4 14,4 14,4
AHox+1/3 H*+ e = AH,ca 0,78 13,2 11,5 10,9
FeOOH (s) + e +3H+ = Fe2* (aq) + H20 0,77 13,0 2,0 -4,0
Fe3* (aq) + e = Fe?* (aq) 0,77 13,0 13,0 13,0

M Qs valores de pe foram calculados usando-se os valores de log K,, concentragdo de redutores e oxidantes = 104 mol ! de
espécies soluveis, atividade das fases sélidas iguais a 1 e Py, = 0,21 atm. Os valores em negrito sdo as médias dos dados obtidos

com os acidos himicos (AH) isolados dos adubos orgénicos.

da ITHSS (Struyk & Sposito, 2001), foi possivel obter
informacdes sobre a atividade das suas espécies (AHqy
Rea) NOS sistemas naturais (Figura 3). De acordo com
o diagrama pe vs pH, assumiu-se que todos os AH
estudados predominavam na forma AHg.4, podendo
atuar como doadores de elétrons nas reacoes redox
ocorrentes nos sistemas naturais. Assim, o Fe3* soltvel
seria uma espécie termodinamicamente favoravel a
redugao por AH, embora Fe(OH),* possa ser a espécie
predominante em solucdo a pH entre 5 e 7,
respectivamente. Como o par redox Fe?*, FeOOH esta
abaixo do par redox AHqy geq entre os valores de pH 5
e 7, FeOOH e AHg.q poderiam predominar
termodinamicamente. Segundo Lovley et al. (1996,
1998) e Scott et al. (1998), os AH poderiam mediar a
reducdo microbiana de Fe(III) a partir da fase sélida.
Se bactérias redutoras podem acessar Fe(IIl) em
6xidos como, por exemplo, os da espécie FeOOH (Lovley
et al., 1996, 1998, 2000; Scott et al., 1998), é possivel
que apés a reducdo microbiana os AH apresentem
potencial abaixo do determinado no presente estudo
(na auséncia de microrganismos).

Capacidade de oxidacgéo

As titulagoes realizadas a pH 7,0 resultaram em
incrementos médios na COx dos AH de 64 % sobre os
valores a pH 5,0, indicando que tal propriedade foi
dependente do pH. Esses resultados sdo corroborados
pelos estudos de Szilagyi (1973) e de Stuyk & Sposito
(2001). O aumento da COx com o pH pode ser entendido
de acordo com a equacio 6.

A origem dos adubos organicos também modificou
a COx dos AH, que variou entre 3,88 e 4,39 mol, kg1
nas titulagdes redox a pH 5,0 e de 5,35 a 7,89 mol, kg!
apH 7,0. Struyk & Sposito (2001), em trés amostras-
padrio da IHSS, encontraram COx variando de 1,09
a 6,5 mol, kgle 3,30 a 11,50 mol, kgL, nas titulacoes
apH 5,0e 7,0, respectivamente. Matthiessen (1995),
em amostrae de AH <intético e 11icando o T. como

)

DT e =
e AH IHSS o
10 AH estudados e
[4] o
g . FeOOH
) e
| .
H, Fe T
WO T
4 s ¢ ’ B
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Figura 3. Diagrama pe vs pH, mostrando pares redox
comuns em sistemas naturais e AH isolados de
adubos organicos e de amostras-padrao da IHSS
(Struyk & Sposito, 2001). Adaptado de Bartlett
& James (1993).

oxidante, encontrou valores médios de 7,5 mol kg1 a
pH 5,0 e de 10,5 mol, kg a pH 7,0.

Os valores da COx dos AH decresceram na ordem:
vermicomposto > estercos de curral e de aviario > torta
de filtro > lixo urbano. Essa diminui¢do da COx foi
acompanhada pelo decréscimo das concentragoes de
grupos funcionais (Quadro 3).

Grupos funcionais

A correlagio entre a COx e a concentracao de grupos
funcionais semiquinonas (0,97 apH 5e€ 0,99 apH 7),
quinonas (0,96 a pH 5 e 0,98 a pH 7) e fendlicos (0,92
apH 5e0,99 apH 7) dos AH foi positiva e significativa
(P<0,01). Nao se verificou, entretanto, correlagdo com
a concentracao de grupos carboxilicos.

Scott et al. (1998) obtiveram correlagdes positivas
e significativas entre a COx determinada na presenca
de microrganismos e a concentracdo de quinonas de
AH. Helburn & MacCarthy (1994) atribuiram os

vralareae nhtidne de CO~x nac fif11laccoe readay de AH
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Quadro 3. Concentracio de grupos funcionais em acidos humicos isolados de adubos organicos

Grupos funcionais™

Acido humico

Carboxilicos Fenolicos Quinonas Semiquinonas

cmol. kg™ (x10'") spins g’
Vermicomposto 304 + 2,563 385 + 2,87 105 + 0,96 3,13 £ 0,09
Torta de Filtro 351 + 3,11 294 + 1,54 94 + 0,84 2,53 £ 0,06
Esterco de Curral 299 + 2,39 320 + 1,82 99 + 0,91 2,89 + 0,08
Esterco de Aviario 318 + 3,08 335 + 2,01 104 + 0,98 3,01 £ 0,08
Curral + Aviario 302 + 2,15 310 £ 1,77 101 + 0,89 2,67 + 0,07
Lixo Urbano 322 + 2,61 98 + 0,89 88 + 0,78 1,95 + 0,06

M As médias experimentais estdo acompanhadas pelo seu erro-padrio.

sintéticos a presenca de grupos fendlicos, dada a
estreita relacdo com a acidez fendlica dos AH
estudados. Struyk & Sposito (2001) ndo estimaram
as correlagdes, mas sugeriram a relagéo entre a COx
e a concentracao de grupos funcionais semiquinonas
dos AH. Todos os trabalhos supracitados também
relataram a auséncia de correlagdo entre a
concentracgao de grupos carboxilicos e a COx dos AH.

Struyk & Sposito (2001) estimaram as contribuicoes
de grupos funcionais semiquinonas no poder redutor
dos AH e concluiram que os valores da COx dos trés
AH estudados nio foram suficientemente explicados
pela CRLS. Seguindo a estimativa apresentada por
Struyk & Sposito (2001), as titula¢oes redox dos AH
1solados dos adubos organicos também resultaram em
valores de COx superiores a potencial contribuigao da
CRLS, determinada por RPE. Para exemplificar,
usou-se a CRLS do AH isolado do vermicomposto, igual
a4,64 107 spins g'l. Esses radicais livres contribuiriam
com uma fracio de aproximadamente 7,71 10-*
mol, (kg AH)1, aquém da COx determinada, igual a
7,89 mol, kg! Dados indiretos sobre o poder redutor
dos AH, obtidos a partir da medicdo das espécies
reduzidas de metais como o Fe (Wilson & Weber, 1979;
Scott et al., 1998), apds incubagdo com microrganismos
e AH, indicaram que a CRLS poderia ser responsavel
por no maximo 10 % da quantidade de elétrons
transferidos. Os resultados permitem inferir as
contribuigbes de grupos quinonas e fenélicos dos AH
na sua capacidade de transferéncia de elétrons.

Dois mecanismos, anteriormente usados na
interpretacio da capacidade redox das SH, podem,
concomitantemente, explicar a alta correlagdo (0,97 a
pH5e0,99apH 7, P<0,01) obtida entre a COx e a
CRLS dos AH, considerando também as relagées da
COx com grupos quinonas e fenélicos: (a) a redugao
de grupos quinonas e fenélicos a semiquinonas -
pronosta nor Seott et al (190R2) o (b)) a9 oxidacaon

iodimétrica do complexo Fe-grupos fendlicos dos AH,
gerando radicais livres semiquinonas - propostos por
Struyk & Sposito (2001). Adicionalmente, o sinal de
RPE desaparece com as reacoes citadas por Scott et
al. (1998) para a formacao das espécies hidroquinonas
e benzoquinonas a partir de semiquinonas, durante a
titulacdo redox. Apesar de ndo serem determinados
por RPE, esses radicais podem ter sido oxidados pelo
I, nas condigdes especificadas no presente estudo,
contribuindo para o aumento dos valores da COx dos
AH.

Derivados metilados e acetilados

As curvas de titulacdo potenciométrica foram
drasticamente modificadas pela metilacdo e a
acetilacdo dos AH (Figura 4). Esses processos
reduziram em 94 % a COx dos AH, permitindo
mostrar a importante contribuigéo dos grupos fendlicos
e quinonas livres na transferéncia de elétrons nos AH.
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-= AH Vermicomposto
100+ T T T T 1

0 2 4 6 8 10
CAPACIDADE DE OXIDACAO, mol, kg’

2004

FORCA ELETROMOTRIZ, mV

Figura 4. Titulagdes redox de 6,25 mg de acido
humico e de 6,25 mg de seus derivados obtidos
por metilacao e acetilagao, suspensos em 125 mL
de KCI 0,05 mol L! e solucio-tampio fosfato
005 mol T anH 700
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O monitoramento das reagoes de metilacao e de
acetilacdo dos AH, realizado por meio da espectroscopia
na regiao do IV (Figura 5), indicou que a metilagao
dos AH converteu grupos oxigenados em ésteres. A
acetilacdo “bloqueou” os grupos fenélicos e quinonas
livres. Os espectros de IV-TF mostraram que a
intensidade de absor¢do em 1.735-1.742 cm'!
aumentou consideravelmente com a metila¢io dos AH.
A absorgio, devido ao estiramento C-H (2.927—
2.942 cm), foi também aumentada pela metilacao e
acetilacao.

Osresultados das titulagdes redox dos derivados
metilados e acetilados dos AH indicaram que, em
média, 6 % da COx poderia ser atribuida, por exemplo,

AHTF
f/w act
AHV AHTF
met met

8 i -

g

Figura 5. Espectros de infravermelho com
transformada de Fourier e atribuicdes das
regides de absorcio (nimero de onda, cm™) para
os acidos humicos isolados de vermicomposto
(AHV) e seus derivados metilados (AHVmet) e
acetilados (AHVact) e de torta de filtro (AHTF)
e seus derivados metilados (AHTFmet) e
acetilados (AHTFact).
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ao mecanismo do Fe(II) ligado aos AH. Struyk &
Sposito (2001), com base na concentracao de cinzas de
amostras-padrido de AH da THSS, 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 titulacgdes e
assumindo que a espécie Fe,05 determinava toda a
concentracdo de cinzas, indicaram que
aproximadamente 0,14 mol kg! de Fe estava presente
nos AH. Cada mol de Fe(Il) pode transferir 1 mol,
paraol,. Sendoa média da COx das amostras-padrao
de AH estudadas por Struyk & Sposito (2001) igual a
6,91 mol, kg'! a pH 7,0, a porcentagem indicada de
Fe resultou na COx de 0,41 mol, kgL

Nos AH dos adubos orgéanicos foi detectada a
presenca de residuos de Fe, por meio da microscopia
eletronica de varredura (Figura 6). De posse dos
resultados da microscopia analitica, indicando a
presenca de Fe nos AH, usou-se o procedimento
apresentado por Struyk & Sposito (2001) para estimar
a participacao do Fe na capacidade de oxidagéo dos
AH isolados dos adubos organicos. As amostras
estudadas apresentaram, em média, 3,6 % de cinzas,
indicando que esses AH poderiam apresentar COx
proveniente do Fe(Il), com magnitude de
aproximadamente 0,17 mol, kg!. 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
pH5er=0,97apH 7,P<0,01). Dessa forma, sendo
ambas as estimativas citadas convergentes e provindo
de diferentes formas de aproximacio, admitiu-se sua
semelhanca.

Assumindo-se que 0 FEy® do par redox AH,, AHg,q
defina o seu poder redutor e a COx a quantidade de
elétrons transferiveis, a soma das contribuicoes dos
grupos semiquinonas dos AH, ja presentes ou alterados
durante a titulacdo, poderia explicar a magnitude dos
valores de COx encontrados. A relagio direta entre a
COx e a CRLS indica a oxidacao desses radicais pelo
I,, possibilitando estimar o seu grau de humificagio.

Figura 6. Presenca de ferro em acido humico (AH) isolado de vermicomposto, obtida por microscopia
eletronica de varredura. (a) imagem em backscattered elétrons (BSE) da amostra de AH; (b) espectro
obtido por microscopia analitica, utilizando detector de energia dispersiva de raios X, indicando a
presenca de ferro no AH; (¢) distribuiciao do ferro na amostra de AH.
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CONCLUSOES

1. Os valores do FE® para a semi-reacio de reducio
do par redox AHqy, AHg.q foram semelhantes entre
os AH estudados, sendo, em média, de 0,782 V.

2. A COx dos AH variou com o pH do sistema e com
o tipo de residuo organico estudado, sendo de 3,88 a
4,39 mol,  kg! a pH 5,0 e de 5,35 a 7,89 mol, kg! a
pH 7,0.

3. Asreagoes de derivacio quimica por metilagdo e
acetilacdo reduziram drasticamente e de forma
semelhante a COx dos AH.

4. Os AH com maiores teores de grupos fendlicos,
quinonas e semiquinonas apresentaram COx mais
elevada.

5. Foi possivel predizer a CRLS, bem como o grau
de humificagio dos AH estudados, a partir da sua COx.
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