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As curvas de titulagdo de substancias hu-
micas ndo apresentam pontos de inflexdo bem de-
finidos, dificultando a aplicacdo de métodos clés-
sicos da primeira e segunda derivada. Titulagdes
levadas até um pH preestabelecido também estdo
sujeitas a erros devido a ampla faixa de pK dos
grupos ionizaveis [5]. Para quantificar a estequio-
metria e as constantes de ionizacdo condicionais
dos grupos ionizaveis em substancias himicas, 0s
dados das titulagbes potenciométricas devem ser
tratados por métodos numeéricos baseados em re-
gressao linear ou ndo-linear [6].

As analises termogravimétricas permitem
estudar a estabilidade térmica e estimar o grau
de aromaticidade do material himico [7]. Com a
perda de massa registrada abaixo de 673 K, devi-
da a desidratagdo e a eliminacdo de grupamentos
funcionais das partes alifaticas, uma estimativa do
“grau de aromaticidade” pode ser obtida, deter-
minando-se a perda de massa acima de 673 K [8].

As anélises de difracdo de raios X
tém sido utilizadas para caracterizar a na-
tureza dos compostos humicos dos solos e
0 produto de suas interagdes com metais.
No DRX normalmente ocorrem picos fra-
cos e linhas difusas [9].

Em funcdo da grande quantidade e
variabilidade de grupos cromdéforos exis-
tentes nas macromoléculas hdmicas, os
espectros obtidos no uv/visivel sdo geral-
mente formados pela sobreposicao de va-
rias bandas, sem picos definidos [10]. Na
faixa do visivel, as absorbancias em 465 e
665 nm e a relacdo entre estas (E,/E,) tém
sido usadas para caracterizagdo de subs-
tancias humicas [4]. Segundo Chen, Sene-
si e Schnitzer [11], a razdo E/E, esta rela-
cionada ao tamanho e ao peso molecular
das substancias himicas. Stevenson [12]
relatou que a razdo E,/E_ diminui com o
aumento do peso molecular e com a quan-
tidade de estruturas aromaticas.

Outro método utilizado para carac-
terizacdo de substancias humicas € o in-
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fravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Embora existam diferencas entre
0s espectros, a feicdo geral € bastante si-
milar, ocorrendo variagdes nas propor-
¢des entre 0s sinais e pequenos desloca-
mentos na freqiiéncia de absorcéo [10]. A
informacdo provida pela anélise compa-
rativa entre espectros é de maior valia que

a analise isolada.

Neste trabalho, pretendeu-se caracterizar
fisico-quimicamente acidos hiimicos extraidos ao
longo do processo de vermicompostagem, sendo
feita inicialmente a extragdo dos acidos a partir da
metodologia proposta pela Sociedade Internacio-
nal de Substancias Humicas, seguida pela titula-
¢do potenciométrica, espectrometria por difragdo
de raios x, termogravimetria e espectrofotometria
no uv/visivel e infravermelho, com os objetivos
de distinguir diferentes grupos carboxilicos, feno-
licos e aminicos e determinar se o vermicomposto
atingiu grau satisfatorio de estabilizacéo.

Materiais e Métodos

1. Obtencéo das amostras

As amostras foram obtidas no minhocario

MINHOBOX ® situado em Juiz de Fora - MG,
que utiliza o sistema de minhocultura verticaliza-
da em caixas, em que o esterco é curtido durante
35 dias em leiras prismaticas montadas em cantei-
ros e depois de atingir cor e granulometria esta-
belecida é adicionado em caixas organizadas em
prateleiras, com capacidade para 62,5 L de esterco
previamente curtido e 2 L de minhoca em cada
caixa, onde permanece por mais 28 dias.

2. Coleta da amostra

Foram separadas trés leiras (denominadas
S, T e Q) em que se efetuou o reviramento das
leiras a cada dois dias. A coleta foi realizada de
sete em sete dias.
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4.2. Analise termogravimétrica

As medidas termogravimétricas foram re-
alizadas em uma termobalanca SHIMADZU, mo-
delo TGA-50, em atmosfera dinamica de N, (150
mL min), utilizando-se amostras com massa de 6
a 15 mg, em cadinho de platina, com granulome-
tria entre 325 a 400 mesh, a uma taxa de aqueci-
mento de 10 °C min e temperatura final de 1.000
°C.

4.3. Analise espectrométrica por difracéo
de raios X

Os difratogramas foram obtidos de laminas
escavadas com amostras de AHs em um difrato-
metro RIGAKU, com gonidmetro horizontal com
tubo de cobre e filtro de niquel (radiagdo CuKc),
de 10 a 50 °26, com velocidade angular de 4 26/
min. Para digitalizacdo dos dados, foi utilizado
0 programa raios X, desenvolvido pelo Departa-
mento de Solos da UFV.

4.4. Andlise espectrofotométrica no uv/vi-
sivel

As leituras na faixa do uv/visivel foram fei-
tas em um espectrofotdmetro HITACHI, modelo
U2000, utilizando-se células de quartzo com ca-
minho 6tico de 10 mm. Utilizou-se cerca de 2 mg
do AH em 10 mL de NaHCO, 0,05 mol L™, para
ajuste do pH. Na faixa do visivel, as absorvancias
em 465 e 665 nm e a relagédo entre estas (E,/E))
foram utilizadas.

4.5. Analise espectrofotométrica no in-
fravermelho

Utilizou-se um espectrofotdmetro modelo
Perkin Elmer (FT-IR 1000). Obtinham-se os es-
pectros com pastilhas preparadas com 100 mg de
KBr pulverizado e secado a 110 °C e 1 mg de &ci-
do humico de vermicomposto. A leitura foi feita
na faixa de 4.000-400 cm.
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Resultados e Discussédo

1. Titulagdo potenciométrica

Foram obtidas curvas de titulacdo das 30
amostras utilizando-se cerca de 70 pontos.

Utilizou-se para ajuste dos dados com o0s
seguintes valores: V.. =20 mL; Vazdo = 1,852
g mint; Incremento =0,1 mL; Resolugéo: 0,003.

A calibragédo dos eletrodos foi feita a partir
da titulacdo de 25 mL de solugdo de HCI 0,1046
mol L* com 50 mL de solucdo-padrdo de NaOH
0,1026 mol L.

1.1 Regresséo néo-linear

Através de graficos de derivadas de titu-
lagbes dos AHs, conseguiu-se pré-estabelecer
um valor inicial para a constante de dissociagdo
de grupos carboxilicos e fendlicos. Foi tracado o
gréfico de dpH/dmL como fung¢do do pH e depois
a segunda derivada (dpH?/d?mL); o valor no qual
esta tendia a zero fornecia o volume de equivalén-
cia aproximado para cada grupo acido.

Aos dados obtidos nas titulagdes, aplicou-
-se, entdo, o programa de ajustes por regressao
ndo-linear modificado, para diferenciar os grupos
acidos, permitindo a determinagéo dos pK,.

No caso de AHs de vermicomposto, consi-
deraram-se 11 parametros a serem calculados pelo
programa, sendo um deles o volume para neutrali-
zar o excesso de acido forte; os outros 10 referen-
tes aos volumes de neutralizacdo de cada um dos
cinco &cidos fracos e respectivos pKs.

Os valores atribuidos inicialmente sdo ba-
seados no grafico da derivada segunda, a partir do
qual é possivel estabelecer um intervalo possivel
de existéncia de um grupo titulavel e, a partir dai,
refinar os valores até que estes possam convergir
adequadamente. Os valores de pK iniciais foram
baseados nos cinco valores citados por Masini,
Abate e Lima [13] para AHs de vermicomposto.

Utilizando o programa, verificou-se a exis-
téncia de cinco constantes de equilibrio para al-
guns AHs das etapas de vermicompostagem. Em
outros, notou-se a existéncia de dois dos pKs cal-
culados com valores aproximadamente iguais ou
mesmo iguais, supondo-se, portanto, a existéncia
de dois grupos com pKs ndo distinguiveis pelo
programa, como se verifica no Tabela 1.
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O primeiro volume V, ., é correspondente ao excesso de acido forte, e os outros cinco volumes
(V,,-.., V) correspondem ao volume de equivaléncia para cada grupo titulavel.

Analisando os dados tratados, foram determinadas cinco classes de grupos titulaveis, compati-
veis com os resultados da literatura com relagéo a substancias himicas [13,14], sendo HA , HA, e HA,,
as trés primeiras (pK < 7), tituladas em uma regido de pH tipica para grupamentos carboxilicos e as duas
altimas, HA, e HA, (pK > 7), atribuidas a grupamentos fendlicos. Os trés primeiros valores médios de
pK, encontrados foram proprios para grupos carboxilicos. Os dois ultimos pK, foram proprios de fenois.
O valor de pK, normalmente obtido para o sexto grupo em AH extraido do solo e comercial foi proximo
de 10,0 e atribuido a grupos fendlicos.

Em estudo comparativo, Shin, Monsallier e Choppin [15] demonstraram ocorrer alteragdo quimi-
ca com alguma perda de grupos carboxilicos no AH purificado em relagdo ao nao-purificado.

Na Figura 1 comparou-se a curvas de titulacdo experimental com a curva ajustada pelo programa
de regressdo ndo-linear, sendo que, a maior parte da curva gerada coincidiu com a curva de titulacdo
real, evidenciando um bom ajuste pelos dados gerados.

144 14
—o— 1Qreal —o— 1T real
124 1Q estimado 1T estimado
=
=
T T T T
o 2 a 6 8 10
Vol NaOH
14
—o—1Sreal
i —o— 2Qreal
12 1S estimado o ccorprrErEEEECTEED 12 2Qestimado | ez
10+ 10
84 8-
= 1 oy
= =5
64 64
4 a4
2 2
T T T T T T T T T 1
o 2 4 6 8 o 2 a 13 8
Vol NaOH Vol NaOH
144 14
i —o— 2T real —o—2Sreal
124 2T estimado - ooooooooEss 124 2Sestimado | oo

T T T T 1
3 4 5 6 7

Vol NaOH Vol NaOH

IS
o
o
S
A

Figura 23: Curvas de titulagdo e ajustes por regressao néo linear
das amostras 1Q, 1T, 1S, 2Q, 2T e 2S.

Figura 1. Curva de titulacdo experimental de acido himico com NaOH e ajustada por regressao nao-linear
da amostra 2S.
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Tabela 2. Resultados de perda de massa das 30 amostras de acidos himicos

Perda de Massa Leira Semana
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Q 509 205 286 31,7 196 324 355 219 223 219
Apbs 400 °C (%) T 278 309 256 197 22,1 339 21,9 209 20,7 240
S 224 198 210 423 265 222 382 20,7 212 371
Q 91,7 569 576 621 525 630 689 526 540 554
Total (%) T 614 597 592 581 537 659 558 530 525 557
S 530 573 569 767 592 553 705 531 540 69,6

Considerando que grupos funcionais e cadeias alifaticas se decomp&em ~ 300 °C e que os nucleos
aromaticos o fazem em temperaturas > 400 °C, concluiu-se que os AHs nas amostras 1Q, 2T, 4Q, 4S,
6Q, 6T, 7Q, 7S e 10S apresentam estrutura aromatica em maior propor¢do do que nas amostras menos
maturadas, ja que a perda de massa foi mais lenta. Observou-se que a amostra de 65 dias de vermicom-
postagem apresentou um dos maiores teores de estruturas aromaticas.

Os resultados obtidos foram promissores e indicaram a utilidade do DTG na analise do processo
de humificacdo, estando de acordo com os encontrados em AHs por Busnot et al. [8].

Houve coincidéncia no comportamento de variacdo de perda de massa ap6s 400 °C entre as leiras
Q e S, sendo a Unica diferenga observada da 5% para 62 semana onde uma teve um aumento (Q) e a outra
uma diminuicéo (S). A partir da 8% semana ocorreu uma estabiliza¢do no grau de aromaticidade, indican-
do, o término do processo. A amostra 10S alcangou aumento acentuado na perda de massa, mostrando
talvez uma diferencia¢do na composicdo da leira S (Figura 3).

N

g :
< 50— Leira
o 4
15 45 —=—Q
g 1 —e—T
T 40 oA S
é’ 1 A
S 354
(b} 4 S
5 304
& ]
25
;4.
4 — |
20 -3
15 T T T T T T T T
1 2 3 4 7 8 9 10

Semana

Figura3. Acompanhamento da perda de massa das amostras de acidos himicos ao longo do tempo de ver-

micompostagem.
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Os resultados obtidos apresentaram-se coerentes com essas expectativas, uma vez que 0s picos
que correspondem aos espacamentos de 0,718 e 0,417 nm tiveram evolugdo simultinea e atingiram o
méaximo antes do espagamento de 0,359 nm, que corresponderia aos ndcleos aromaticos. Uma vez que
o0s principais picos somente se definiram apds a sétima semana, é esperado que a polimerizagéo e o orde-
namento cristalino dos acidos himicos ndo ocorram totalmente nos 30 primeiros dias de decomposi¢do
ativa.

E possivel verificar alteracdes nos difratogramas de raios X, onde ocorrem variagdes na inten-
sidade dos picos durante todo o processo. A amostra 2S também ndo apresentou 0s picos presentes
nas demais. Esses resultados obtidos apontaram para uma grande utilidade da difracdo de raios X no
acompanhamento do processo de humificagdo, uma vez que diferencas marcantes de cristalinidade e or-
denamento dos atomos dos acidos himicos foram observadas. Isso parece indicar que o processo de hu-
mificacdo ndo se da com grandes diferencia¢fes na composigdo qualitativa dos grupamentos funcionais
da mistura, mas sim com reorganizagdo estrutural e possivel polimerizacdo de grupamentos de menor
massa molar. Contudo, esse processo ainda é um campo aberto para maiores elucidacoes.

4. Andlise espectrofotométrica no uv/visivel

O espectrofotémetro utilizado apresentou uma porta serial (RS-232), que permitiu o interfacea-
mento com microcomputador. Dessa forma, os resultados provenientes da analise as analises puderam
ser adquiridos e salvos utilizando um software de gerenciamento e aquisi¢do de dados desenvolvido em
Visual Basic.

Nos espectros uv/visivel de acidos himicos, a absor¢do diminui com comprimento de onda cres-
cente e da pouca informacdo estrutural. Com a maioria das amostras, entretanto, um ombro na regido de
250-270 nm é observado (Figura 5).
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Figura 5. Exemplo de espectro de uv/visivel de acido himico extraido de vermicomposto — amostras 1Q,

4Q, 7Q e 10Q.
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5. Anélise espectrofotométrica no infravermelho

Os espectros apresentaram bandas caracteristicas de grupos fendlicos e carboxilicos, mas as di-
ferencas espectrais foram praticamente inexistentes.

O espectro apresentado na Figura 7 € um exemplo do que ocorreu de maneira geral. Apresentou,
na regido de 3.500-3.000 cm, banda forte e larga, centrada em aproximadamente 3.400 cm, que pode
ser atribuida ao estiramento v(O-H), que corresponde a varios grupos contendo OH fendélico. Ha tam-
bém uma banda localizada na regido de 1.750-1.500 cm, onde apareceram os estiramentos v(C=0) de
grupos carboxilicos e estiramento assimétrico v, (C=0) dos carboxilatos, indicando alta concentragéo
de grupos carboxilicos. A estrutura complexa de bandas nessa regido também recebe contribuicdo da
deformacéo d(N-H) e do estiramento v(C=C) aromatico. Essas bandas encontradas estéo de acordo com
trabalhos feitos anteriormente [7, 13, 20].
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Figura 7. Espectro de infravermelho de &cido himico extraido de vermicomposto — amostras 1Q, 4Q, 7Q e

10Q.

A banda localizada na regido de 3.000 -2800 cm é atribuida ao estiramento v(C-H). Ha ainda
uma banda na regido entre 1.120-1.050 cm™* que pode ser atribuida ao estiramento v(C-O) de alcoois,
que aparece nos espectros de quase todas as amostras, a exce¢do da 1Q.

Os espectros apresentaram aspectos muito similares, com picos caracteristicos em determinadas
regides, variando de intensidade, mas com poucas variagdes nas freqiiéncias de absorvancia. Na compa-
racdo de espectros de acidos humicos extraidos de diferentes etapas do processo de vermicompostagem,
poucas diferencas foram observadas.

Na Tabela 4 sdo apresentados alguns picos caracteristicos de acido himico de vermicomposto
citados por Landgraf, Silva e Rezende [21].
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Abstract: Samples of materials, collected at different stages of vermicompostaging, were sub-
mitted to extraction procedures of humic acids. Titration, termogravimetry (DTG), X-ray di-
ffraction, spectrophotometry in the uv/visible and infrared techniques, were used in the stu-
dy of these materials. The data from the potentiometry titration analysis were submitted to
adjustment by non-linear regression, determining thus five values of pKa’s characteristic of
five classes of titrable groups. In the DTG curves two stages can be observed, being the first
one characteristic of the separation of aliphatic and/or alycyclic structures and the second of
decomposition of aromatic structures. The X-ray diffraction technique exhibed marked diffe-
rences in the results, mainly in the first three peaks, were a structural reorganization and a
polymerization along the vermicompostaging process. The infrared spectra practically no di-
fferentiation between the samples. The values for the ratio E,/E, found are in accordance with
the characteristic values for humic acids, but do not supply information that can contribute to
the elucidation of the structure and formation of these acids.

Keywords: titration, termogravimetry, diffraction, spectrophotometry, non-linear regression.
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