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PROPRIEDADES REDOX DE ACIDOS HUMICOS ISOLADOS
DE UM SOLO CULTIVADO COM CANA-DE-ACUCAR
POR LONGO TEMPO®

Marihus Altoé Baldotto(z), Luciano Pasqualoto Canellas(3),

Maria Cristina Canela(4), Carlos Eduardo Rezende® & Ary

Carlos Xavier Velloso(®

RESUMO

A matéria organica do solo é o maior reservatorio de C nos sistemas naturais.
Em tais sistemas a qualidade e a estabilidade do C podem ser estimadas pelo
aumento da concentracao das fragoes humificadas que, dentre outros fatores, esta
condicionada ao balango entre as perdas e os ganhos que envolvem as reagodes de
oxidacio e de reducao da matéria organica do solo. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eletroquimica, usando titulagdes redox iodimétricas, de acidos humicos
isolados de solos cultivados continuamente com cana-de-agtiicar submetida ou nao
a queima da palha para a colheita ou a adi¢io anual de vinhaca. Os acidos htimicos
apresentaram valores do potencial formal padrio do eletrodo entre 0,760 € 0,779 V
a 25 °C. A capacidade de oxidacio dos acidos humicos variou de 1,01 a 3,44 mol, kg!
a pH 5,0 e de 1,64 a 6,44 mol,kg! a pH 7,0. Observou-se correlacido positiva e
significativa entre a capacidade de oxidacdo dos acidos humicos e suas
concentracgdes de grupos funcionais fenélicos, quinonas e semiquinonas.

Termos de indexacao: quimica do solo, substancias humicas, potencial redox,
capacidade de oxidagao, grau de humificacao.

@ Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor, apresentada a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro —
UENF. Trabalho financiado pelo CNPq. Recebido para publicacdo em agosto de 2007 e aprovado em fevereiro de 2008.

@ Pesquisador do Laboratério de Solos (LSOL) do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense — UENF. Av. Alberto Lamego 2000, CEP 28013-602 Campos dos Goytacazes (RJ). Bolsista do
CNPq. E-mail: marihus@uenf.br

® Professor do LSOL do CCTA, UENF. Bolsista do CNPq. E-mails: canellas@uenf.br; velloso@uenf.br

@ Professora do Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQui) do Centro de Ciéncias e Tecnologias — CCT, UENF. Bolsista do CNPq.
E-mail: mccanela@uenf.br

®) Professor do Laboratério de Ciéncias Ambientais (LCA) do Centro de Biociéncias e Biotecnologia — CBB, UENF. Bolsista do
CNPq. E-mail: crezende@uenf.br



1044

Marihus Altoé Baldotto et al.

SUMMARY: REDOX PROPERTIES OF HUMIC ACIDS ISOLATED FROM A
SOIL UNDER LONG-TERM SUGARCANE CULTIVATION

Soil organic matter is the largest carbon reservoir in natural systems. In such systems
the carbon quality and stability can be estimated based on the increase of humified fractions
which, among other factors, is related to the balance between losses and accumulations
involving oxidation and reduction reactions of the soil organic matter. The objective of this
study was to evaluate the electrochemistry of humic acids isolated from soils cultivated
continually with sugar-cane, with or without pre-harvest burning and annual vinasse
application using iodimetric redox titrations. The formal electrode potentials of the humic
acids had a similar pattern, with values between 0.760 and 0.779 V, at 25 °C. The oxidation
capacity of humic acids varied from 1.01 to 3.44 mol, kg'! at pH 5.0 and from 1.64 to
6.44 mol, kg! at pH 7.0. Positive and significant correlations were observed between the
oxidation capacity and the humic acid contents of phenolic, quinone and semiquinone
functional groups.

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

humification degree.

INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-acicar em Campos dos
Goytacazez-RdJ, nas proximidades do delta do Rio
Paraiba do Sul, coincide com a propria histéria do
Brasil. Em geral, areas de Mata Atlantica cederam
lugar aos canaviais. Dentre as estratégias de manejo
dessa cultura, que também remetem a esse periodo
de colonizacdo, destaca-se, ainda hoje, a colheita
usando-se o fogo, realizada para facilitar atividades
de corte e carregamento da cana-de-acicar. A
manutencgdo da palha e a aplicacio de residuos da
industria sucroalcooleira (i.e., vinhaga) podem, por
outro lado, beneficiar o solo e mitigar os efeitos nocivos
da poluigdo atmosférica e da destinagio dos residuos
da industria canavieira, respectivamente.

As alteragoes nas propriedades de solos manejados
com queima (cana queimada), preservacgio da palhada
(cana crua) e aplicacio de vinhaca foram estudadas
por Canellas et al. (2003); Busato et al. (2005a,b) e
Canellas et al. (2007). Os resultados desses trabalhos
indicam que a preservacgio da matéria organica do
solo (MOS) foi acompanhada de maior retencio e
estabilidade de C no sistema, aumento da capacidade
de troca de cations (CTC) e dos teores de nutrientes,
com concomitante diminuic¢éo do ponto de carga zero

(PCZ).

No processo de humificagao dos residuos organicos,
os 4acidos humicos (AH) representam a fracgdo
intermedidria entre a estabilizac¢do de parte desses
compostos pela interagdo com a matéria mineral
(huminas) e a ocorréncia de 4cidos organicos na
solucéo do solo (4cidos falvicos). Os AH sédo, portanto,
um marcador natural da humifica¢io dos residuos
orgéanicos e refletem, como tal, tanto a condi¢do de
ogénese. como de maneio do <olo (Stevenson 1994)

Com o avan¢o da humificagdo, ocorrem a
policondensacido e a conjugacdo de estruturas
insaturadas nos AH (Piccolo, 2001). Grupamentos
fenodlicos formados durante o processo de decomposi¢ao
da matéria organica sdo convertidos em quinonas, via
reagoes de oxidacgdo, as quais sdo precursoras de
radicais livres do tipo semiquinonas nos AH (Milori
et al., 2002; Budziac et al., 2004; Rivero et al., 2004),
que se estabilizam com o avan¢o da humificacao.

Alberts et al. (1974), Sunda & Kieber (1994),
Helburn & MacCarthy (1994), Lovley et al. (1996,
1998), Scott et al. (1998) e Struyk & Sposito (2001)
mostraram que os AH possuem atividade redox em
sistemas naturais. Baldotto et al. (2007) apresenta-
ram medidas do potencial do eletrodo e da capacidade
de oxidacio de AH isolados de adubos organicos. Es-
ses autores verificaram aumento da atividade redox
de 4acidos himicos com 0 aumento da concentracgio de
grupos funcionais fendlicos, quinonas e semiquinonas
em sua estrutura, isto é, com o aumento de
aromaticidade seletiva ou do grau de humificacgio.
Para verificar a participacdo dos grupos funcionais
nas reagoes redox, obtiveram derivados quimicos
metilados e acetilados de AH. A metilacido dos AH
com diazometano (CH,N,) converte grupos acidos em
R-OCHj;, denominados humatos de metila. Especifi-
camente, grupos fendlicos e quinonas dos AH podem
ser acetilados com anidrido acético em piridina, for-
mando ésteres (Stevenson, 1994; Sachs et al., 2002).
A titulagdo redox desses derivados metilados e
acetilados mostra a participac¢io dos grupos fendlicos
e dos residuos de quinonas nas reacées redox que en-
volvem AH.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eletroquimica,
usando as titulagées redox iodimétricas em amostras
de 4cidos htimicos provenientes de solos cultivados
continuamente com cana-de-acticar.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

0O solo em estudo, classificado como Cambissolo Ta
Haplico eutroéfico vértico (Embrapa, 1999), esta
localizado em Campos dos Goytacazes, no Estado do
Rio de Janeiro (entre 41 °00°—-41°30"We21°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 na bacia do Rio Paraiba do Sul, que compde
a formacgio denominada “Baixada dos Goytacazes”
(Lamego, 1945). A média da precipitagio pluvial ao
longo dos anos em estudo foi de 1.080 mm ano'l, a
temperatura média anual de 24,5°C e o clima é 0 Aw
da classificacdo de Koppen.

As areas em estudo se contrastam quanto ao
manejo da cana-de-ag¢lcar, ou seja, podem ser
estudados dois casos de um longo tempo de cultivo.
No primeiro deles, o cultivo foi realizado sem a
utilizagdo da queima da palha da cana-de-ac¢tcar para
o corte desde 1946 (“cana crua ou CC”) e, no segundo
caso, somente a partir de 1966, foi realizada a aplica¢ao
anual de 120 m3 ha! ano! de vinhaca via fertirrigacdo
por asperséo (“com vinhaca ou CV”), totalizando, no
momento da amostragem, em fevereiro de 2001, 55 e
35 anos de manejo, respectivamente. Para
comparacao, foram amostrados talhoes adjacentes,
onde foi efetuada a queima da palhada da cana-de-
acucar para a colheita (“cana queimada ou CQ”) e onde
nao foi aplicada vinhac¢a (“sem vinhaca ou SV”),
respectivamente, ao longo dos mesmos periodos
supracitados.

O manejo tradicional da cana-de-a¢icar na regido
Norte Fluminense inclui o plantio de toletes em sulcos
espacados entre 1 e 1,5 m, controle quimico de ervas
daninhas e colheita manual. A reforma do canavial é
realizada por meio de aragéo e gradagem, quando a
producio atinge cerca de 70 t ha'l, o que, geralmente,
ocorre ap6s o quarto corte. A adubagdo normalmente
efetuada nessa regido é de 60 kg ha'de N, 60 kg ha'!
de Py05 e 60 kg ha'! de K,0, de uma tnica vez, no
plantio. Como os quatro talhées tém morfologia
semelhante, pois fazem parte de area onde todas as
outras praticas de manejo sdo uniformes (de acordo
com os depoimentos dos proprietarios entrevistados),
essas areas podem ser comparadas por diferengas
induzidas por praticas de manejo em longo prazo.

Amostragem do solo e isolamento dos acidos
humicos

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 em duas profundidades
(0,00-0,20 € 0,20-0,40 m) , coletando-se ao acaso, com
trado de 5 cm de diametro, 10 amostras simples em

cada parcela, que resultaram em uma amostra
comnosta nor renetican
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Os AH foram isolados dos adubos organicos,
conforme as recomendagoes da Sociedade Internacional
de Subtancias Hamicas (IHSS, 2006), usando-se
NaOH 0,1 mol Li* sob atmosfera de Ny. Apés agitacao
por 24 h, o material foi centrifugado a 5.000 g por
30 min. O sobrenadante foi coletado e o pH do extrato
foi imediatamente ajustado a 1,5 com HCl 6 mol L1
Depois de 18 h, a fragao acidos falvicos foi sifonada e
descartada, permanecendo no frasco o precipitado de
AH. A dissolucéo e a reprecipitacdo dos AH foram
repetidas por mais duas vezes. A seguir, o precipitado
de AH foi solubilizado e permaneceu em HF + HCI
5 % por 48 h, visando a remocao de residuos de
minerais de argila e de ions paramagnéticos, sendo, a
seguir, centrifugado a 5.000 g. Os AH foram lavados
com 200 mL de HCI1 0,01 mol L1, centrifugados a
5.000 g. A seguir, o precipitado de AH foi lavado com
agua destilada até teste negativo para CI', usando-se
AgNO; 0,1 mol L'1, e, depois, transferido para
membranas de didlise de 10 mL (cut-off 14 KDa,
Thomas Sci.). Apés a didlise, até a obtencgdo de
condutividade elétrica igual a da H,O destilada
(1,0 uS em'Y), os AH foram liofilizados e armazenados
em dessecador.

Algumas propriedades quimicas do solo e do AH
(Quadro 1) foram previamente estudadas por Canellas
et al. (2003, 2007).

Determinacido dos grupos funcionais e
obtencio de derivados acetilados e metilados
de acidos hiimicos

A determinacao dos grupos funcionais acidos dos
AH foi realizada de acordo com Schnitzer & Gupta
(1965). Foram determinadas a acidez total e a
carboxilica experimentalmente e, pela sua diferencga,
a acidez fendlica. Para determinar a acidez total,
foram adicionados, em um frasco Erlenmeyer de
125 ml, 100 mg de AH e 20 mL Ba(OH), 0,125 mol L1,
Simultaneamente, foi preparada uma amostra em
branco. O ar do frasco foi trocado por Ny através do
borbulhamento por 5 min e o sistema foi agitado por
24 h a temperatura ambiente (25 °C). A seguir, a
suspensao foi filtrada e o residuo foi 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 HC1 0,5 mol L' até pH 8,4.
A extragdo da acidez carboxilica (teor de grupos COOH)
foi realizada com acetato de calcio e determinada por
titulacdo com hidréxido de sédio. Em um frasco
Erlenmeyer de 125 mL, foram adicionados 100 mg de
AH, 10 mL de Ca(OAc); 1,0 mol L1 e 40 mL de 4gua
destilada livre de CO,. Concomitantemente, foi
preparado o teste em branco. Sob atmosfera de Ny, o
sistema fo1 agitado por 24 h a temperatura ambiente.
A seguir, a suspensaéo foi filtrada e o residuo foi lavado
com agua destilada livre de CO,. O acido acético
produzido pela reagdo do acetato com o H* do grupo
carboxilico foi titulado com NaOH 0,1 mol LI,

previamente padronizado com biftalato de K até pH
o Q
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Quadro 1. Propriedades quimicas do solo e dos acidos humicos estudados

Tratamento® Camada pH H+Al t T V. PCLPZ EC EAH C-COOH C-OH C-Ar IF CRLS
m ——cmolc kg —— % —tha' — ppm u.a. (x10") spins g*
cc 0-0,20 6,7 2,2 12,8 15,0 85 3,1 59,36 2,56 34 13 9 52 2,49
CC 0,20-0,40 6,8 1,7 12,8 14,5 88 3,7 56,40 2,30 33 10 9 47 1,08
cQ 0-0,20 6,5 2,3 8,1 104 78 3,7 36,12 0,99 10 11 12 24 0,34
cQ 0,20-0,40 6,6 2,5 7,6 10,1 75 4,2 37,27 0,47 9 9 12 20 0,52
(2% 0-0,20 5,9 3,7 8,4 12,2 69 3,3 52,00 1,11 20 9 7 31 1,30
CV 0,20-0,40 6,3 3,0 7,5 10,6 72 3,0 33,77 0,59 14 10 10 26 0,83
SV 0-0,20 6,0 3,2 7,8 11,0 71 3,5 48,21 0,86 19 10 4 30 0,36
SA% 0,20-0,40 6,1 2,1 7,3 94 77 3,3 32,52 0,39 13 11 8 26 0,38

@ Tratamento: CC, CQ, CV e SV = manejo em cana crua, cana queimada, com vinhaca e sem vinhaca, respectivamente. Solo -
pH: relagdo solo:agua igual a 1:2,5; H + Al: acidez potencial extraida com acetato de amoénio 0,5 mol L'* a pH 7; t e T: CTC efetiva
e potencial; V: saturac¢do por bases; PCPLZ: ponto de carga protonica liquida zero; EC e EAH: estoque de C e da fracdo acidos
hidmicos; Acidos himicos - C-COOH, C-OH e C-Ar: C em grupos carboxilicos, fenélicos e arométicos por ressonincia magnética
nuclear do '*C; IF: intensidade de fluorescéncia (u.a.: unidade arbitraria); CRLS: concentragdo de radicais livres do tipo semiquinonas

por ressondncia paramagnética eletronica.

A concentragdo de grupos quinonas nos AH foi
estimada pelo método da redugdo 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 agitacao
constante até a solubilizacdo. Em seguida, foram
adicionados 20 mL de NaOH 2,5 mol Li'* 10 mL de
SnCl, 6H;0 0,05 mol L1, e o frasco foi fechado.
Procedeu-se a reacdo por uma hora sob agitacgio
constante e sob atmosfera inerte de Ny. O excesso do
redutor (Sn2+*) foi titulado potenciometricamente,
usando-se 0 K;Cry07 0,05 mol Li1.

Os AH isolados foram submetidos a derivacao
quimica por metilagdo e acetilagio (Sachs et al., 2002).
Os derivados acetilados foram obtidos ap6s a reacéo
com anidrido acético em presenca de piridina sob
agitagdo magnética continua a temperatura ambiente,
durante uma semana. O processo de metilagdo de
AH foi realizado com diazometano (CHyNy), produzido
a partir do reagente N-metil-N-nitrosotolueno-p-
sulfonamida em éter etilico, na presenca de metanol.
O procedimento de metilagao dos AH foi repetido por
trés vezes e finalizado quando a incorporagio do
diazometano aos AH foi completada, indicada pela
colorac¢io amarela do CHyN,. As reagoes de metilagio
e acetilagdo dos AH foram monitoradas por meio da
espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (IV-TF), entre as faixas de
400 a 4.000 namero de ondas 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). Considerou-se a reaco satisfatéria
quando os espectros de IV-TF mostraram aumento de
absor¢do em 1.735-1.742 cm'! e em 2.927-2.942 cm™1,
indicando que a metila¢do dos AH converteu grupos
oxigenados em ésteres e que a acetilacao “bloqueou”
o< oruinos fendlicos e atiinonas livres

Titulagdes redox

As titulagoes 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 agua continuo
proporcionado pelo acoplamento do frasco de titulacio
a um equipamento de “banho termostatizado”
(Microquimica® Banho MQBCT 99-20).

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

Figura 1. Esquema do equipamento de titulacido
redox. A: microbureta; B: tubo para entrada de
Ar; C: eletrodo de Pt combinado (referéncia
AgCl, Ag); D: agitador magnético; E e F: entrada

ocatda de Aci11a a 28 °C' vreenectivamente
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No preparo do titulado, adicionaram-se ao frasco
de titulacdo 125 mL de solucdo-tampao fosfato
(Na,HPO, 0,05 mol L' e NaH,PO, H,O 0,05 mol Li'1)
com KC1 0,05 mol L' e, em seguida, ajustou-se o pH
com HCI1 ou NaOH para pH 5,00 ou 7,00. A solucéao
foi agitada magneticamente e borbulhada com organico
(Ar) por 60 min para a deple¢éo de O,. Acrescentou-
se AH a solugéo com vista em obter uma concentragio
em suspensio de 50 mg L (6,25 mg AH suspensos
em 125 mL solucdo-tampdao fosfato 0,05 mol L-'* com
KC10,05 mol L-'1). Novamente, agitou-se e borbulhou-
se a suspensio com Ar durante 30 min. Em seguida,
ajustou-se o pH da suspenséo para 5 ou 7 com HCl ou
NaOH para o inicio da titulagio.

Para cada titulacéo, calibrou-se o pHmetro
utilizando solugdes-tampédo a pH 4 e a 7. O eletrodo
redox foi calibrado com solugéo-tampao redox férrico-
ferrosa, preparada com sulfato ferroso amoniacal
0,100 mol L'}, sulfato férrico amoniacal 0,100 mol L1
e HyS0,1,00 mol L1, Aleitura da forca eletromotriz
da cela unitaria (f.e.m.q,) em 439 + 2 mV indicou o
correto funcionamento do eletrodo (Light, 1972).

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

28,052 (aq) = S,062(aq) + 2¢ Ex°=-0,080V (1)
Iy(aq) + 2e = 2I(aq) Eq°=0,621V (2)
28,052 (aq) + Iy(ag) = S,062 (ag) + 2T (aq) Ex°=0,541V (3)

Nas titulagdes, utilizaram-se incrementos de 2 pLL
de solucdo 0,025 mol kg de I, (mol kg = molinidade,
ou seja, o numero de mols de I, por kg de solu¢do) com
densidade conhecida e, apds cada incremento de
titulante, a solucao foi agitada e borbulhada com Ar
por mais 30 s para facilitar a homogeneizacio do
sistema. Em seguida, registrou-se a leitura da
f.e.m. ., ap6s cada adic¢do de titulante, sempre quando
a variacdo no aparelho foi inferior ou igual a
2,0 mV min'l. O ponto final da titula¢io redox de AH
foi atingido quando valores constantes de f.e.m. .,
foram registrados ap6s a adi¢do de oxidante.

As curvas de titulagdo 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 namero de mols de Iy (aq) reduzidos a I (aq) na
reacdo por unidade de massa de AH (mol, kg?),
usando-se a equacdo (Struyk & Sposito, 2001):

2mol, Densidadeda Solugdode I, x Molinidade da Solugdode I, (4)

l.kg'=
moLXg Massa de AH

mol I,

Determinou-se o ponto de inflexdo de cada curva
de titulagao redox obtendo-se a segunda derivada da
fungdo. No ponto de inflexao, a f.e.m. ., foi estimada
por interpolagdo (Struyk & Sposito, 2001).
Adicionalmente, foram efetuadas titulacdes de
amostras em branco csem adicaode AH
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Analise dos dados das titulagoes redox

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

f.e.m.ce1, = "En (HAoy, HApea) - 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 0
potencial formal de eletrodo da meia-rea¢io AHqy,
AHg.q, que correspondem, respectivamente, a forma
oxidada e reduzida de AH, de acordo com a semi-reacio
de reducao:

AHpy+ne +qH*=AHg (6)

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

f-e-nl-cela = FEOH (AHOxa AHRed) -
(a/n) 0,05916 pH — E°y (AgCl, Ag) )

na qual FE°y(AH,, AH,.q) indica o potencial formal
padréo do eletrodo de AH.

Arelagéo g/n indica o nimero de mols de protons
(q) por mols de elétrons (n) transferidos durante a
oxidagdo de 1 mol de AH. Foi calculada utilizando-se
os valores da f.e.m..,,, obtidos para dois valores de
pH (5,0 e 7,0), por meio da equagio:

Af.em.
_9_ 0,05916 (8)
n ApH

em que Af.e.m. é a variacdo da f.e.m..., por unidade
log de variacdo do pH (ApH) no ponto de inflexao da
titulagio.

De posse dos valores da relagdo g/n e da f.e.m..q,

no ponto de inflexio, calculou-se o FE° para a meia
reagdo redox (AHqy,AHg.q), usando-se a equacio 7.

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

~ FEoH
7 0,05916

logK,

C)

na qual K, é a constante de equilibrio condicional, a
298 K, correspondendo a reagdo de redugao genérica
para um elétron transferido (Struyk & Sposito, 2001):

m Ox + (g/n) H* + e = pRed (10)

O pe, para o par redox AHp,, AHp.q foi obtido
conforme a equacio (Stumm & Morgan, 1996):

pe.=log K. - (a/n) nH (11)
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Analises estatisticas

Estimaram-se o erro-padrao da média para cada
variavel experimental e a correlagéo linear de Pearson
entre a capacidade de oxidacdo e a concentracao de
grupos funcionais dos AH. As estimativas dos
coeficientes de correla¢io foram submetidas ao teste
F,a1eb % de significancia (Steel & Torrie, 1960).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de titulagdo potenciométrica dos AH
foram semelhantes as obtidas por Struyk & Sposito
(2001), usando trés amostras-padrio da IHSS, e as
apresentadas por Baldotto et al. (2007), usando
amostras isoladas de adubos organicos. Uma das
curvas de titulagao redox iodimétrica dos AH encontra-
se na figura 2.

Osvalores de f.e.m..., e de COx para as titulagdes
redox realizadas a pH 5 e 7, bem como os resultados
dos célculos de FEy°, log K., pe., encontram-se no
quadro 2.

Em ambos os trabalhos, foram usadas solu¢ées
aquosas de Iy como oxidante. Esses AH apresentaram
FE4® e log K, andlogos aos de compostos quinonas
(Helburn & MacCarthy, 1994). Contudo, essas duas
substancias diferenciaram-se pela mais ampla relac¢io
g/n verificada nos grupos quinona (1,00) em relacao
aos AH (0,33), valores também verificados para os AH
isolados dos solos sob cana-de-agtcar sob diferentes
sistemas de manejo.

Uma comparagao entre os valores de alguns pares
redox comuns nos sistemas naturais, realizada por
Struyk & Sposito (2001) e por Baldotto et al. (2007),
permitiu alocar o par redox AHp,, AHg.qna “seqiiéncia
redox” indicada por Stumm & Morgan (1996). Os AH

Marihus Altoé Baldotto et al.
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Figura 2. Titulagdes redox de 6,25 mg de acidos
humicos isolados da camada de 0-0,20 m de solo
sob cana crua e sob cana queimada, suspensos
em 125 mL de KC10,05 mol L! e solugio-tampio
fosfato 0,05 mol L' a pH 7,00. Os pontos de
inflexdo das curvas correspondem a f.e.m_, =
405 + 7mV e COx = 6,44+ 0,06 mol_kg™ para cana
crua e a fem,,, = 406 + 5mV e COx = 1,64 *
0,08 mol, kg! para cana queimada.

podem reduzir Hg(IT) e Mn(IV), conforme observaram
Alberts et al. (1974) e Sunda & Kieber (1994),
respectivamente, incubando tais ions metalicos com
bactérias redutoras e AH. Nos sistemas naturais, as
implicagbes ambientais e biogeoquimicas das reagoes
redox que envolvem os AH e os produtos formados
ainda nio se encontram bem descritas (Stumm & Morgan,
1996; Struyk & Sposito, 2001; Baldotto et al., 2007).

Baldotto et al. (2007) introduziram os dados médios
dos AH estudados (FEy° = 0,78 V) no diagrama pe vs
pH, adaptado de Bartlett & James (1993), e obtiveram
informagdes sobre a atividade das suas espécies (AHqy geq)
nos sistemas naturais. Assim, relataram que os AH
poderiam atuar como doadores de elétrons nas reagoes

Quadro 2. Capacidade de oxidacio (COx) e potencial formal padrio do eletrodo (FE"H) dos acidos humicos

COx f.e.mecela
Tratamento® Camada FE°y log K. pec
pH 5 pH 7 pH 5 pH 7
m — mol. kg™ mV A\
CcC 0-0,20 3,44 + 0,06 6,44 + 0,06 444 + 4 405 £ 7 0,764 12,9 10,6
CcC 0,20-0,40 2,02 £ 0,04 3,42 + 0,04 440 £ 4 401 £ 3 0,760 12,8 10,5
cQ 0-0,20 1,01 £ 0,05 1,64 + 0,08 445 £ 3 406 £ 5 0,765 12,9 10,6
cQ 0,20-0,40 1,22 + 0,05 3,02+ 0,07 451+ 6 410 + 7 0,776 13,1 10,7
cv 0-0,20 2,68+ 0,06 4,99 + 0,06 457 + 3 417+ 6 0,779 13,2 10,8
CV 0,20-0,40 2,00 + 0,09 3,42 + 0,05 449 £ 5 409 £ 7 0,771 13,0 10,7
SV 0-0,20 1,60 = 0,09 2,37 + 0,06 451 £ 5 412 £ 6 0,771 13,0 10,7
SV 0,20-0,40 1,28 £ 0,08 2,19 + 0,08 453 £ 7 413 £ 4 0,775 13,1 10,7

@ Tratamento: CC, CQ, CV e SV = manejo em cana crua, cana queimada, com vinhaca e sem vinhaca, respectivamente. As

médias dos valores determinados experimentalmente para: fem

= forga eletromotriz da cela unitaria; k, = constante condicional

de equilibrio; pe, = inverso do log da atividade de elétrons estdo acompanhadas pelo seu erro-padréo. As demais variaveis foram

calculadas. como descrito na secio Material e Métodos.
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redox em sistemas naturais. O ion Fe3" aquoso seria
uma espécie termodinamicamente favoravel a redugéo
por AH, embora a espécie i6nica Fe(OH),* poderia ser
predominante em solugdo a pH entre 5 e 7, valores
utilizados nas titulacdes redox. Como o par redox Fe?*,
FeOOH est4 abaixo do par redox AHg, geq entre os
valores de pH 5 e 7, as espécies FeOOH e AHg
poderiam predominar no sistema. Segundo Lovley et
al. (1996, 1998) e Scott et al. (1998), os AH poderiam
mediar a redugdo microbiana de Fe(Ill) a partir da
fase s6lida, como, por exemplo, a espécie FeOOH e,
sendo assim, é possivel que, apds a reduc¢io microbiana,
os AH apresentem potencial abaixo daqueles
determinados, na auséncia de microrganismos, por
Struyk & Sposito (2001), Baldotto et al. (2007) e no
presente estudo.

Os valores da COx dos AH variaram de 1,01 a
3,44 mol, kg a pH 5 e de 1,64 a 6,44 mol,  kg! a
pH 7,0. Incrementos da COx com o aumento do pH
foram descritos em outros trabalhos e podem ser
entendidos de acordo com a equagio 6. Struyk &
Sposito (2001) determinaram valores de COx entre
1,09 e 6,50 mol, kg'! a pH 5 e variando de 3,30 até
11,50 a pH 7 para AH isolados de amostras-padrao da
THSS. Baldotto et al. (2007), para AH obtidos de adubos
organicos, verificaram COx de 3,88 a 4,39 apH 5ede
5,35a 7,89 apH 7. Matthiessen (1995), em amostras
de AH sintético, encontrou valores médios de
7,5 mol. kg! a pH 5,0 e de 10,5 mol kg! a pH 7,0.
Tais variacoes sdo tipicas dessas reacoes de reducio
que consomem prétons.

A COx dos AH permitiu contrastar os manejos da
cana-de-agucar estudados. Em média, os incrementos
na COx dos AH obtidos da area de cana-de-a¢tcar
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
titulacoes a pH 5 e a pH 7, respectivamente. De forma
geral, o comportamento da COx dos AH observado para
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as areas com deposicao da palhada foi também
verificado para aquelas que receberam vinhaca. Os
incrementos na COx dos AH obtidos da area com
vinhaga em relagdo aos da area sem essa pratica foram
de 67 e de 110 % (0-0,20 m) , para as titulagoes a
pH 5 e a pH 7, respectivamente. Nas amostras
retiradas da profundidade de 0,20-0,40 m, a varia¢ao
foi de 56 %, para ambos os valores de pH da titulacio.

Grupos funcionais

A correlacido entre a COx (Quadro 2) e a
concentragdo de grupos funcionais (Quadro 3) fendlicos
(0,94 apH 5 € 0,95 a pH 7) quinonas (0,96 apH 5 e
0,95 a pH 7) e semiquinonas (0,95 a pH 5 e 0,96 a
pH 7) dos AH foi positiva e significativa (p < 0,01).
Naio se verificou correlacdo com a concentracdo de
grupos carboxilicos.

Struyk & Sposito (2001) ndo estimaram as
correlacgoes, mas sugeriram a relagio entre a COx e a
concentracgio de grupos funcionais tipo semiquinonas
dos AH. Baldotto et al. (2007) verificaram tal relagao
entre a COx e os teores de grupos funcionais fendlicos,
quinonas e semiquinonas. Scott et al. (1998) obtiveram
correlagdes positivas e significativas entre a COx
determinada na presenca de microrganismos e a
concentragdo de quinonas de AH. Todos os trabalhos
supracitados também relataram a auséncia de
correlacdo entre a concentracio de grupos carboxilicos
e a COx dos AH. Helburn & MacCarthy (1994)
atribuiram os valores de COx obtidos nas titulag¢oes
redox de AH sintéticos a presenca de grupos fendlicos
gragas a estreita relagdo com a acidez fendlica dos AH
estudados.

Derivados quimicos

A semelhanca do trabalho de Baldotto et al. (2007),
as curvas de titulacdo redox foram drasticamente
modificadas pela metilacdo e acetilacido dos AH
(Figura 3).

Quadro 3. Concentracio de grupos funcionais nos acidos hamicos

(1)

Grupos funcionais®

Tratamento Camada Quinonas
Carboxilicos Fendlicos
m mol. kg™'
cc 0-0,20 4,77 + 0,02 2,70 + 0,02 0,85 + 0,02
CC 0,20-0,40 4,53 + 0,03 1,29 + 0,01 0,54 + 0,01
cQ 0-0,20 2,07 £ 0,03 0,79 £ 0,01 0,43 + 0,01
cQ 0,20-0,40 3,48 = 0,04 0,95 + 0,02 0,48 + 0,01
CvV 0-0,20 4,60 + 0,02 2,62 + 0,02 0,77 + 0,01
CvV 0,20-0,40 4,48 + 0,03 1,44 + 0,02 0,59 + 0,02
SV 0-0,20 2,15 + 0,03 0,84 + 0,02 0,51 + 0,01
SV 0,20-0,40 3,49 £ 0,03 1,01 + 0,02 0,55 + 0,01

@ Tratamento: CC, CQ, CV e SV = manejo em cana crua, cana queimada, com vinhaca e sem vinhaca, respectivamente. @ As
médias exnerimentaic e<tao acomnanhadas nelo el erro-nadrao
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Figura 3. Titulagoes redox de 6,25 mg de acido
humico isolado da camada de 0-0,20 m do solo
sob cana crua e de 6,25 mg de seus derivados
quimicos obtidos por acetilagio e por metilacio,
suspensos em 125 mL de KC1 0,05 mol L! e
solugio-tampao fosfato 0,05 mol L'l, apH 7,00.

No presente estudo, esses processos também redu-
ziram a COx dos AH para menos de 5 %, permitindo
confirmar a importante contribuicdo dos grupos
fendlicos e quinonas livres na transferéncia de elé-
trons nos AH, visto que, a semelhanca dos resultados
de Baldotto et al. (2007), a metila¢ido dos AH isolados
dos solos sob cana-de-agticar com diazometano (CH;N,)
converteu grupos oxigenados acidos em ésteres, que,
no caso das SH sdo denominados humatos de metila
(R-OCHy3) e a acetilagdo dos grupos fendlicos e quinonas
livres com anidrido acético em piridimina acetilaram
grupos fenolicos e quinonas livres, ambas as reagoes
“bloqueando” analogamente tais grupos doadores du-
rante a reacdo de oxidacao iodimétrica.

Dois mecanismos tém sido usados para explicar a
alta correlagdo obtida entre a COx e as concentracoes
de grupos fendlicos, quinonas e semiquinonas dos AH:
(a) a reducao de grupos quinonas e fendlicos a
semiquinonas, proposta por Scott et al. (1998), e (b) a
oxidagao iodimétrica dos complexos Fe-grupos fendlicos
dos AH, gerando radicais livres semiquinonas,
proposta por Struyk & Sposito (2001). Observando a
abrupta redugao da COx pela metilagao ou acetilagio,
pode-se concluir que o FEy° do par redox AHq, AHgq
define o poder redutor dos AH e a sua COx, a
quantidade de elétrons transferiveis por grupos
fenélicos, quinonas e semiquinonas, ja presentes ou
alterados durante a titulagdo. A relacdo direta entre
a COx e a aromaticidade seletiva, ou seja, teores de
grupos fendlicos e semiquinonas, indicadas,
respectivamente, por ressonincia magnética
eletronica da matéria organica do solo (*3C RMN) e
por ressonancia paramagnética de elétrons (RPE)
apresentadas por Canellas et al. (2007) para essas
mesmas areas (Quadro 1), evidencia a participacao
desses grupos funcionais. Assim, o aumento
concomitante do grau de condensacio e da atividade
redox dos AH revela a possibilidade de se estabelecerem
modelos preditivos entre a COx e o grau de
hiimificacao doe AH

Marihus Altoé Baldotto et al.

Adicionalmente, a COx dos AH relacionou-se
estreitamente (0,88 a pH 5e 0,81 a pH 7, p £0,01)
com a intensidade de fluorescéncia (IF) dos AH
(Quadro 1). Milori et al. (2002) e Pérez et al. (2004)
mostraram que o grau de humifica¢io dos AH pode
ser estimado por meio de modelos preditivos entre a
aromaticidade na forma de CRLS e aIF. Essa tltima
propriedade advém de fluoréforos que absorvem e
emitem luz e que estdo associados a aspectos
estruturais e eletroquimicos das substancias quimicas.

Os efeitos negativos do fogo, em comparagao com &
preservacao da palha sobre o solo ou a adi¢do de
vinhacga, foram a brusca queda na quantidade de
elétrons transferiveis pelos AH. Segundo Almendros
et al. (2003) e Gonzalez-Pérez et al. (2004), o efeito do
fogo na MOS diminui as concentracées de grupos
funcionais nos AH. No presente estudo, tais
transformacgoes diminuiram a concentragio de grupos
doadores de cargas nos AH, diminuindo sua COx.

Os resultados indicam, também, para a 4rea de
cana queimada, que o uso do fogo durante longo periodo
levou a menor COx na camada de 0,20-0,40 m, apesar
de o efeito direto pelo aumento da temperatura ser
bem menor que nas camadas superficiais. A
movimentacio de cinzas em profundidade, acumulando-
se e, posteriormente, fazendo parte da estabilizacao
da matéria organica humificada na camada
subsuperficial, pode explicar a expressido de AH com
menores concentragoes de grupos funcionais e inferior
atividade redox. Canellas et al. (2007), estudando essas
mesmas amostras por RMN !3C, indicaram aumento
de aromaticidade seletiva (fendis e semiquinonas) nos
AH da camada de 0,20-0,40 cm em relagdo a camada
superficial na drea de cana queimada.

Canellas et al. (2003, 2007) observaram melhorias
na qualidade da MOS, indicadas pelos AH isolados
das areas de cana crua e com vinhaca e que foram
refletidas em aumento da CTC e diminui¢ao do PCZ
dos solos (Quadro 1). Os AH com maior COx, por
exemplo, foram obtidos dos solos com os menores
valores de PCZ. A redugéo do PCZ com o aumento da
COx deve-se a maior estabilizagdo dos AH sob aporte
constante de matéria organica nas areas de cana crua.
Siqueira et al. (1990a,b) e Peixoto (1997) encontraram
reducgdo do PCZ com a adi¢do de materiais organicos
no solo. Os efeitos da MOS no abaixamento do PCZ
séo devidos, principalmente, a adsor¢do de anions
organicos nos sitios de carga positiva dos minerais de
argila. Vale ressaltar que o efeito da MOS no
abaixamento do PCZ dos solos aumenta com o aumento
do intemperismo e com a predominancia de éxidos de
Fe e Al na mineralogia do solo (Sposito, 1989; Siqueira
et al., 1990a,b,c; Peixoto, 1997).

Finalmente, Canellas et al. (2003, 2007) e Busato
et al. (2004a,b) verificaram significativos incrementos
na disponibilidade e labilidade de nutrientes e na
estabilidade e permanéncia das fra¢oes humificadas
(aumentos dos estoques de C e de AH) nos solos sob
cana eriiag e com vinhaca em relacao 3 cana adlieimada
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e sem a aplicagdo de vinhaca. Segundo esses autores,
a disponibilidade de nutrientes correlacionou-se
significativamente com o aumento da fracdo AH.
Nesse mesmo sentido, no presente estudo, a COx dos
AH foi também incrementada, indicando a
interligac¢do entre os processos ecolégicos que
condicionam a estabilizacdo do C em formas
humificadas, as reagoes de oxidagao e de reducgio da
MOS, a disponibilidade de nutrientes, etc.

CONCLUSOES

1. Osvalores do FEy° para a semi-reacdo de reducio
do par redox AHg,, AHg.q foram semelhantes entre
os AH estudados, sendo, em média de 0,770 V.

2. A COx dos AH variou com o pH do sistema e
com o manejo da cana-de-agticar. A COx observada
para os AH ficou entre 1,01 e 3,44 mol, kglapH 5 e
variando de 1,64 a 6,44 mol, kg'lapH 7,0

3. Os AH obtidos em amostras das areas com
preservacao da palhada e adi¢do de vinhaga sobre o
solo apresentaram néo s6 maiores teores de grupos
fendlicos, quinonas e semiquinonas, mas também COx
mais elevada que aqueles isolados dos solos manejados
sob cana queimada e sem vinhaca.

4. As reagoes de derivagdo quimica por metilagdo
e acetilacdo reduziram drasticamente e de forma
semelhante a COx dos AH.
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