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Resumo

O processo de humificacdo, conversédo de residuos organicos em humus, é um fator importante
na compreensao da dindmica da matéria organica. A sua quantificacdo, é fundamental para o
estudo da evolucdo quimica dessa substancia. O objetivo deste trabalho foi caracterizar as
amostras de acidos himicos (AHSs) e quantificar o grau de humificacdo do solo e das fracdes
fisicas (por tamanho de particulas). As analises de Espectroscopias de Fluorescéncia de Raios
X por Disperséo de Comprimento de Onda, Fluorescéncia na regido do Visivel, Espectroscopia
Vibracional na regido de Infravermelho e de Absorcdo na regido do Ultravioleta e Visivel,
Espectrocospia Raman, acompanhadas das técnicas de Analise Térmica, Microscopia
Eletronica de Varredura com Canhdo Eletronico por Efeito de Campo e Espalhamento
Dindmico da Luz foram utilizadas. A quantificagcdo do grau de humificagdo mostrou que AHs
extraidos da profundidade (10- 20 cm) possuem estruturas aromaticas mais condensadas. A
fracdo de AH que apresentou maior grau de humificac&o foi a extraida do solo com a adicéo de
calagem, o que demonstra uma influéncia do calcario na aceleracdo do processo de
humificacdo. O estudo das fracfes granulométricas do solo, determinou, com espectroscopia de
infravermelho, os atributos organicos que estdo associados as fra¢des do solo e, que a maioria
dos minerais presentes nas fraces granulométricas, foram identificados como sendo caulinita,
haloisita, quartzo e gibbsita. J& para o estudo da humificacdo dos AHs extraidos das fracbes
granulométricas, a quantificacdo do grau de humificacdo, do maior para 0 menor, é procedente
da fracdo silte, sequidos da fracéo argila e, por fim, a fracdo areia.

Palavras-Chaves: Humus. indice de humificacdo. Fracionamento fisico. Calagem. Matéria
Organica do Solo. Fluorescéncia no Visivel. WDXRF. UV-visivel. IV. DLS.



Abstract

The humification process, conversion of organic waste into humus, is an important factor to
understand the organic matter dynamics. Its quantification is vital for the study of this substance
chemical evolution. This study aimed at characterizing humic acid (HA) samples and quantify
the degree of soil humification and physical fractions (particle size). The analysis of
Spectroscopies of wavelenght dispersive X-ray fluorescence, visible fluorescence, vibrational
infrared region, ultraviolet and visible light absorption and Raman along with the techniques
of Thermal Analysis, scanning electron microscopy with field effect gun and dynamic light
scattering were employed. The humification degree quantification revealed that the HA
extracted from the 10-20cm depth presented more polycondensed structures. The HA fraction
that presented the highest humification degree was extracted from the soil with the addition of
liming, which demonstrates the limestone influence in the acceleration of the humification
process. The study of the soil granulometric fractions determined, with infrared spectroscopy,
the organic properties that are associated to soil fractions and that most of the minerals present
in the granulometric fractions, were identified as kaolinite, halloysite, quartz and gibbsite.The
study of the humification in the HA extracted from the granulometric fractions quantified the
humification degree and revealed the highest values in the silt fraction followed by the clay
fraction and, finally, the lowest values were found in the sand fraction.

Keywords: Humus. Humification index. Physical Fractionation. Liming. Soil Organic Matter.
Visible Fluorescence. WDXRF. UV-VIS. IV.DLS.
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Introducéo Geral

O solo é um sistema heterogéneo que troca energia e matéria com a atmosfera, hidrosfera
e biosfera. Ele é constituido por uma porcdo inorganica e outra organica (MACCARTHY,
2001). Parte desta porcdo organica, é constituida de Substancias Humicas (SH) que possuem
estrutura quimica pouco definida, massa molecular relativamente alta e coloracdo escura. As
SHs se dividem, de acordo com a solubilidade em meio aquoso em funcéo do pH, em trés
principais fragdes: (i) Acidos Himicos(AH), solivel em pH alcalino; (ii)Acidos Fulvicos (AF),
solavel em pH &cido; e, (iii) Huminas (HU) insolGvel em qualquer pH. O processo de conversao
de residuos organicos em himus é denominado humificacdo (STEVENSON, 1994).

Por ser constituido de uma mistura de pequenas e grandes moléculas de grupos funcionais
quimicos distintos, 0 AH é uma fracdo do solo bastante reativa, o que faz com que possua
inimeras fungdes no ambiente (PRIMO; MENEZES e SILVA, 2011). Por outro lado, sua
heterogeneidade quimica, € o principal fator que dificulta a definicdo de um modelo de estrutura
quimica (PIGATIN; NUNES e REZENDE, 2015).

A compreenséo da dindmica das moléculas de AH é fundamental tanto para potencializar
suas funcBes quanto para avaliar sua vulnerabilidade a mudangas no ambiente. Inimeros
estudos de caracterizacdo dessas substancias vem possibilitando cada vez mais o entendimento
de seus mecanismos de reacdo bem como a influéncia desses com o meio (CHEN; SENESI e
SCHNITZER, ,1977; MILORI et al, 2002; BENITES et al., 2005; PURMALIS; PORSNOVS
e KLAVINS, 2011; SAAB; MARTIN-NETO, 2007; GIOVANELA et al., 2010).

Como consequéncia de sua composicdo heterogénea e da melhor compreensédo que os
estudos de caracterizagdo ja existentes proporcionaram, a aplicagdo dessas substancias vem se
apresentando em diversas areas: na agricultura sdo utilizados para melhorar o crescimento de
plantas pois quando desprotonados podem transportar micro e macro nutrientes do solo para
raizes e, na remediacdo da poluicdo, pois podem se ligar a metais pesados, removendo-os do
ambiente; na medicina, sua potencialidade de atuagdo como antiviral (por ser capaz de se ligar
a dominios catiénicos de virus, impedindo sua replicacdo) e como agente antioxidante (devido
a presenca de diversos grupos fenolicos e carboxilicos em sua estrutura que sao capazes de
sequestrar radicais livres) (MELO; MOTTA e SANTANA, 2016). Atualmente, 0 AH vem
atraindo bastante a atencdo por apresentar grande potencial na utilizagdo como material
precursor na fabricacdo de materiais para supercapacitores, como 6xido de grafeno e grafeno
monocristalino  (QIAO et al., 2014; WASINSKI; WALKOWIAK e LOTA, 2014; YIN et al.,
2014; XING et al., 2017; SHULGA et al., 2018).
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O AH é considerado uma das fracGes da matéria organica mais estavel e resposavel pela
fixacdo de carbono organico no solo. Geralmente a estabilidade desta fracdo deve-se
principalmente a capacidade de formacgédo de microagregados com as particulas do solo, sendo
0s minerais da argila e silte os principais componentes. Esta estabilizacdo é normalmente
promovida pela intercalagdo dessas substdncias em microagregados e poros pequenos que
evitam que as enzimas hidroliticas se aproximem do substrato organico (BRUNETTI et al.
2016).

O processo de evolugdo de AHs esta diretamente influenciado pelo ambiente em que a
matéria organica foi formada. Em solos agricolas, por exemplo, a pratica de aplicacdo de
calcario para corrigir a acidez é bastante comum. Esta pratica pode contribuir para mudancas
bioldgicas nos processos de mineralizacdo do carbono organico do solo (AYE; SALE e TANG,
2016), devido a forte estimulacdo da atividade bioldgica, levando a liberacdo de nutrientes do
ciclo interno de substancias humicas (ULRICH, 1983; MARSCHNER; WILCZYNSKI , 1991)
e consequentemente, alterando o processo de evolugdo de SHs. No entanto, mesmo com relatos
cientificos da alteracdo na matéria organica provocada por influéncia da calagem, na literatura
existe poucas investigagdes que tenham examinado mais a fundo estes efeitos no processo de
evolugdo quimica de AHs.

Diante disto, as hipoteses para elaboragéo deste trabalho sdo: (i) Aumento da humificacéo
em profundidade do solo; (ii) A calagem influéncia na humificacéo; e, (iii) Das fracGes fisicas
do solo, o silte possui material organico mais humificado. Para verificar se estas hipoteses se
confirmam, os objetivos deste trabalho foram compreender a interagdo da calagem com AHs
(Capitulo 2) e avaliar o grau de humificacdo de AHs associados as fragcfes fisicas do solo
(Capitulo 4). Como o fracionamento fisico era necessario para a avaliacdo do grau de
humificacdo dos AHs associados as fracde argila, silte e areia, aproveitou-se a oportunidade
para caracterizar quantitativamente e qualitativamente as fraces granulométricas de um solo
(Capitulo 3). Devido a diversidade de temas (porém em esséncia todos comunicam-se) e para
melhor compreensdo, o presente estudo foi dividido em quatro capitulos. Além desses capitulos,
também é apresentada uma conclusao geral a respeito da caracterizacdo dos AHs extraidos de

solos e de fragdes granulometricas.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 SOLO: ASPECTOS GERAIS

1.1.1 Composicao do Solo

O conceito de solo na literatura, pode diferenciar em funcédo da escala e do ponto de
vista de quem o analisa. No meio ambiental, em escala de poucos metros, o solo é a camada da
superficie da Terra em contato direto com a atmosfera e sobre a qual se desenvolve boa parte
da biosfera do planeta (MELO; PEREZ, 2009), formando a zona de transi¢do entre a rocha
primaria e o ar, armazenando agua e oxigénio para serem usados pelas raizes das plantas
(BRADY; WEIL, 2013). Do ponto de vista fisico-quimico, em escala de micrometros, e/ou até
menor, 0 solo é uma mistura de compostos minerais e organicos, formados pela acao de agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos sobre a rocha priméaria (LUCHESE; FAVERO; LENZI, 2002).

Segundo BRANDY e WEIL (2013, p.10) a palavra “solo” pode se referir a dois
conceitos distintos: solo como um material e solos como corpos naturais, individualmente
diferentes, que cobrem a Terra, sendo bastante variavel de um lugar para o outro. A formacéo
de um solo passa tanto por processos construtivos quanto destrutivos. O processo destrutivo
ocorre na degradacéo da rocha priméria e na decomposicao de residuos organicos. Ja 0 processo
construtivo, é quando ocorre a associa¢do, tanto de fragmentos da rocha primaria com a matéria
organica, quanto formacdo de novos minerais e estabilizacdo da matéria organica. A este
processo € possivel atribuir como resultado a formacéo de camadas contrastantes, chamadas de
horizontes. O desenvolvimento desses horizontes, acima da rocha primaria, é caracteristica
Unica do solo.

Na figura 1.1, esta representado o perfil de um solo completo, o qual € composto por
cinco horizontes: O, A, E, B, C e Rocha Priméria. Esses horizontes refletem o historico da
evolucdo de cada solo e podem ser diferenciados pela espessura, cor, textura, estrutura e
composicdao (MEURER, 2004).
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Figura 1.1- Perfil do solo e seus principais horizontes

s — Horizonte O

—— Horizonte A

— Horizonte E
— Horizonte B
4 — Horizonte C

Wil

‘ | — Rocha Primaria

Fonte: Adaptado de Meurer (2004, p. 17).

O solo, em sua totalidade, é constituido por trés fases: solida, compostas
principalmente por minerais e matéria organica; liquida, ocupa os poros da fase solida e é
constituida de agua com substancias dissolvidas; e, a fase gasosa, que também ocupa o espaco
poroso do solo (MEURER, 2004). As proporcdes relativas a estas fases influenciam o
comportamento e a produtividade do solo. Na figura 1.2, € demonstrado a composi¢do de um

horizonte de superficie, considerado bom para o crescimento das plantas.

Figura 1.2-Proporgdes das fases de um solo considerado ideal para o crescimento de plantas.

Matéria
Organica

Minerais ).

%45% 5

Fonte: Adpatado de Brandy e Weil (2013, p.17).
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A parte sélida, é constituida de particulas de natureza organica ou mineral, usualmente
classificadas por tamanho de particulas. A estas classes de tamanho sdo denominadas fracoes
granulomeétricas do solo. A textura do solo é a proporcao relativa destas fracdes e é considerada
um dos atributos de classificacdo do solo (NUNES e REZENDE, 2015).

No estudo da textura do solo, existem varios sistemas de classificacdo por tamanho de
particulas. As duas escalas usualmente utilizadas sdo a do Departamento de Agricultura dos

Estados Unidos (USDA) e a proposta pela Sociedade Internacional de Ciéncia do Solo (ISSC).

Figura 1.3- Escalas utilizadas para classificacdo das particulas do solo de acordo com o tamanho.
0 0,002 0,02 0,2 2,0 (mm)

g - Fina Grossa
Argila Silte Cascalho
Areia

ISSC

USDA

Areia
Argila Silte Cascalho
Muito Muito

: Fina |[Meédia|| Grossa
Fina o Grossal

0 0,002 0,05 0,10 0,25 05 2,0 (mm)

Fonte: Adaptada de Brandy e Weil (2013, p.108). A ilustracéo foi adaptada de Fernandes Filho e Francelino (2001,
p. 17).

1.1.2 Classificagdo do Solo

A necessidade de classificacdo estd intimamente ligada a busca de conhecimento. A
compreensdo é seguida de classificacdo, no proposito de dar sentido ao que acabou de ser
compreendido. Com o estudo do solo, ou pedologia, isto ndo é diferente.

A classificagdo de solos brasileiros, segundo a SANTOS et al. (2014, p. 97), “¢ obtida
a partir da avaliacao dos dados morfologicos, fisicos, quimicos e mineralogicos do perfil que o
representam”. Para esta pesquisa, o solo analisado é um CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico
(SANTOS et al., 2013) de textura argilo-siltosa (AULER, 2014).

CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico sdo solos constituidos por material mineral,
sem a presenca do horizonte O, com o horizonte B incipiente (apresenta pouca alteracéo fisica
e quimica, porém suficiente para desenvolvimento de cor e estrutura) subjacente ao horizonte
A. Neste caso, 0 solo deve apresentar carater aluminico na maior parte dos primeiros 100 cm
do horizonte B e, o0 horizonte A, ndo deve apresentar um caracter himico ou favico (SANTOS
et al. 2014).
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1.2 MATERIA ORGANICA DO SOLO (MOS)

A matéria orgénica do solo (MOS), responsavel em média por 5% de sua composicao,
tem como principal funcdo condicionar as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas,
desempenhando papel fundamental no potencial produtivo do solo.

Segundo Stevenson (1994), a MOS é todo material organico, de origem vegetal ou
animal, incluindo liteira, os fragmentos de residuos parcialmente decompostos, a biomassa
microbiana, os compostos organicos sollveis e a matéria organica estabilizada no solo (himus).

Sua influéncia nas caracteristicas quimicas do solo, estdo intimamente relacionadas a
disponibilidade de nutrientes, a capacidade de troca de cations e a complexacédo de elementos
toxicos e micronutrientes no solo (BAYER e MIELNICZUK, 2008).

As principais caracteristicas fisicas do solo afetadas pela MOS s8o a coloracédo e a
agregacao. Horizontes superficiais, onde ha acimulo de MOS, possuem coloracao que variam
entre marrom escuro e preto (BAYER e MIELNICZUK, 2008). O processo de agregacao ocorre
do revestimento de particulas minerais do solo, com residuos decompostos de plantas e outros
materiais organicos. Devido ao processo de agregacdo, caracteristicas fisicas do solo sdo
afetadas indiretamente, como densidade, porosidade, a aeracdo, a capacidade de retencédo e a
infiltracdo de agua, entre outras (SANTOS et al., 2008; ).

A MOS atua como fonte de carbono, energia e nutrientes para 0s microrganismos e
para as plantas e, com isto, influéncia nas caracteristicas bioldgicas do solo. A variedade de
residuos organicos mortos altera a diversidade de organismos vivos que compdem o solo
(SANTOS etal, 2008; CARDOSO e ANDREOTE, 2016). Esta caracteristica da MOS é relatada
em uma revisao tedrica feita por Nardi et al. (2017), onde diversos trabalhos mostram os efeitos
estimulantes da MOS no crescimento de células vegetais.

A dindmica de evolucdo da MOS passa por processos bioquimicos envolvendo
microrganismos. Este processo de degradacdo pode ser dividido em mineralizacdo e
humificacéo.

A critério de classificacdo, inicialmente a MOS pode ser dividida em dois grupos
fundamentais, fracdo viva e fracdo morta. A fracdo viva é constituida por microrganismos,
macrorganismos e raizes de plantas. A fracdo morta, pode ser subdividida em: Detritos que sdo
raizes mortas e residuos vegetais que sdo reconheciveis; e, o Humus, uma mistura de
substancias organicas em fase avancada de decomposicdo que nao apresenta vestigios
morfoldgicos do material do qual se originou (MELO e ALLEONI, 2009; BRADY e WEIL,
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2013). A Figura 1.4, apresenta um diagrama com a classificacdo dos componentes da MOS,

separados por critérios quimicos e fisicos.

Figura 1.4- Diagrama de classificacdo dos componentes da MOS

Micro-organismos Fungos e Bactérias

Kracao Viva Macro-organismos Acaro e Minhocas

Raizes de Plantas

MOS

Detritos Residuos em diferentes

10- 30% estagios de decomposicio
~ (J

ACA 4 Lipidios; Acidos orginicos
Fr: AFAHY Morta Substancias ndio hiumicas (<PM), Carboidratos e
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Fonte: Adaptado de Moura (2013, p. 19).

O humus, é constituido de substancias ndo humicas e substancias humicas. As
substancias ndo humicas, também conhecidas como fracGes labeis ou matéria organica
particulada (MOP), constituem cerca de 30 % do humus, sdo produzidas principalmente pela
acdo microbiana. Apresentam propriedades fisicas e quimicas bem definidas, como
polissacarideos, aminodcidos, agUcares, proteinas, gorduras e acidos organicos de baixo peso
molecular. Ja as substancias himicas sdo componentes poliméricos resistentes a degradacéo,
com caracteristica quimica complexa e mal definida. E a fracdo que apresenta os componentes
de maior massa molecular e maior reserva de carbono organico total (C). Estas constituem cerca
de 70 % do humus e sdo dividida em acidos humicos (AH), &cidos favicos (AF) e humina (HU),
de acordo com a sua solubilidade em pH (GUERRA et al., 2008; BRADY e WEIL, 2013).

1.2.1 Substancias Hiumicas

Na literatura, o consenso sobre substancias humicas (SH) é impreciso e dependente
das caracteristicas observadas por quem o define. Para Stevenson (1994), este termo trata de
uma mistura heterogénea de substancias amorfas, de coloracdo castanha a negra, constituidas
de moléculas polidispersas com elevada massa molecular e grupos funcionais distintos.
MacCArthy (2001), define como materiais de ocorréncia natural, encontrados ou extraidos de
solos, sedimentos de &gua, resultantes da decomposicéo e residuos de plantas e animais e que

ndo se enguadram em nenhuma das outras classes de substancias organicas. A Sociedade
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Internacional de Substancias Humicas (IHSS) (2007), define SH como misturas complexas e
heterogéneas de materiais polidispersos formados por reacGes bioquimicas e quimicas durante
o0 decaimento e transformacdo dos restos vegetais e microbianos. Pigatin, Nunes e Rezende,
(2008), abordam as SHs como um material consistindo de uma mistura homogénea,
polifuncional, sem caracteristicas quimicas e fisicas definidas, em diferentes graus de
polidispersdo e que apos varias transformacdes, permanece no ambiente.

N&o somente nos solos, as SHs podem ser encontradas também em &aguas naturais,
turfas, pantanos, sedimentos aquaticos e marinhos (STEVENSON, 1994).

A importancia que estas substancias desempenham no meio ambiente sdo inumeras.
Nos solos, elas interagem com os metais e a fracdo argila, formando agregados oriundos de uma
ligacdo argila-metal-SH, favorecendo a aeracdo do solo e a diminuicédo da erosdo, pois evitam
0 escoamento de agua. Devido a sua coloracdo escura, as SHs também contribuem para a
retencdo de calor, estimulando o desenvolvimento de raizes e a germinacdo de sementes
(STEVENSON, 1994; MESSIAS, 2004).

Quimicamente as SHs demonstram um comportamento polieletrolitico, atuando como
agentes complexantes de ions metalicos, além de adsorverem poluentes organicos (ROCHA E
ROSA, 2003). Também atuam também na mineralizacdo do solo, fornecendo nutrientes (CO»,
NH4* NOs", PO42 e SO42) para o crescimento da planta, como agentes quelantes, sequestrando
alguns metais (Cu*?, Mn*2 e Zn*?) que também servem de nutriente para as plantas. Tem func&o
tamponante em amplos intervalos de pH, ajudando a manter as condic¢des reacionais do solo,
entre outras propriedades (STEVENSON, 1994).

1.2.1.1 Formacao das Substancias Humicas

As vias de formacédo das SHs sdo inimeras, devido a grande quantidade de estruturas
precursoras e ao enorme numero de possibilidades de interacdo entre elas, o que é de fato, a
razdo da dificuldade em se estabelecer uma estrutura precisa para os AH, AF e HU (PIGATIN,
2015). Stevenson (1994, p.189), estabelece que ha pelo menos quatro vias principais

(Figural.5) pelas quais as SH sdo formadas.
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Figura 1.5- Mecanismo de formac&o das substancias himicas.
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Fonte: Adaptado de Stevenson (1994, p.189).

A primeira via de formacdo (numero 1 da Figura 1.5), estabelece a teoria da
condensacdo amino-actcar. Maillard, em 1916, considerava que as SHs eram resultado da
reacdo, exclusivamente quimica, entre agucares redutores e aminoacidos (originados da
atividade microbiana). A partir dos estudos de Maillard, surge entdo o conceito de humificacdo
(STEVENSON, 1994; MESSIAS, 2004).

Humificacdo é o processo de conversdo de residuos organicos em hdmus (fracdo
estavel da MOS) por meio de atividades biologicas e rea¢fes quimicas (STEVENSON, 1994).
Os principais processos que humificam a matéria sdo hidrélise, oxidacgao, reducdo e sintese por
microrganismos (SEGNINI, 2007).

A segunda e a terceira via de humificacdo (nimero 2 e 3 da Figura 1.5), representa a
teoria dos polifenois. Na via 2, os polifendis sdo originados por microrganismos especificos ou
de fontes de carbono ndo lignificados. Ja na via 3, a fonte de polifendis € a lignina (biopolimero
de estrutura complexa). Nas duas vias, os polifendis podem se recombinar entre si ou com
outras moléculas, formando assim as quinonas. Estas sofrem reacGes de condensacdo com
compostos nitrogenados (amonia, aminoacidos e proteinas) resultando em substancias himicas
(STEVENSON, 1994; MESSIAS, 2004).

Por fim, a quarta via, teoria postulada por Fisher e Scharader em 1921, que sustenta a
ideia de que as SHs seriam formadas essencialmente de ligninas parcialmente modificadas, uma
espécie de matéria organica pouco transformada. Esta também é conhecida como via de heranca
(DUCHAUFOUR, 1977; MESSIAS, 2004; GUERRA, 2008).
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1.2.1.2 Estrutura das Substancias Hiumicas

A construcdo estrutural da SH é um tema de bastante controvérsias entre 0 meio
cientifico. A dificuldade em padronizacdo de uma estrutura para estas substancias somente
reflete a esséncia quimica do que realmente sdo, uma grande mistura de componentes que estao
diretamente condicionados ao ambiente e aos inUmeros caminhos reacionais para a sua
formacéo.

N&o satisfeitos com esta imprecisdo, muitos pesquisadores apresentaram propostas,
baseadas em evidéncias empiricas. As mais aceitas sdo baseadas nas similaridades entre
diversas substancias estudadas.

As primeiras propostas de estrutura quimica da SH eram constituidas essencialmente
de anéis aromaticos policondensados. Todavia, avancos tecnoldgicos nas técnicas de
espectroscopia e andlises quimicas possibilitaram constatar que o grau de aromaticidade,
apresentado em todas as propostas anteriores, era muito menor do que esperado. Diante disto,
Schulten e Schnitzer em 1993, propuseram uma estrutura para o AH (Figura 1.6) incorporando
grandes porcdes alifaticas, modelo macromolecular (SCHULTEN e SCHNITZER, 1993;
NOVOTNY e MARTIN-NETO, 2008).

Figura 1.6-Modelo de AH proposto por Schulten e Schnitzer (1993).
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Fonte: Schulten e Schnitzer (1993).

Posteriormente, em 1995, estes mesmos pesquisadores, com base no modelo anterior

e auxilio de modelagem estrutural, apresentaram a estrutura tridimensional do AH (Figura 1.7).
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Nesta estrutura encontra-se por¢oes alifaticas e aromaticas dispostas de tal forma que em alguns
locais sdo formados espacos vazios de diferentes tamanhos, onde outros compostos organicos,
hidrofilicos ou hidrofébicos, tais como carboidratos, lipidios, pesticidas e outros materiais
poluentes poderiam alojar-se. Elementos inorganicos, como argilas e Oxidos hidréoxidos,
poderiam também ser encontrados nestes espacos (SCHULTEN e SCHNITZER, 1995;
NOVOTNY e MARTIN-NETO, 2008).

Os ultimos estudos, questionam o modelo propostos anteriormente, introduzindo um
conceito de modelo supramolecular (PICCOLO e CONTE, 2000; PICCOLO, 2002). Esta
estrutura seria formada pela agregacdo de pequenas moléculas que se unem por meio de
interacdes hidrofilicas (van der Waals, n-r e liggdes CH-r), hidrofobicas (cadeias polietilenicas,
acidos graxos e esteroides) e complexos metalicos (PICCOLO, 2002; CANELLAS, VELLOSO
e SANTQOS, 2005b).

Figura 1.7- Modelo Tridimensional de AH proposto por Schulten e Schnitzer (1995), destacando os atomos de
carbono (em azul), hidrogénio (em branco), oxigénio (em vermelho) e nitrogénio (em azul escuro); as letras A, B
e C indicam os espacos vazios presentes na estrutura.

Fonte: Schulten e Schnitzer (1995).

Este modelo, foi reforcado com a publicacdo dos resultados de Simpson et al (2002),
que mostraram que as SHs extraidas de solos, sdo formadas por uma mistura de agregados.

Neste mesmo estudo, um esquema de estrutura foi proposto (Figura 1.8).
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Figura 1.8- Esquema das substancias himicas proposto por Simpson et al. (2002). As unidades vermelhas
representam os cations metalicos, as unidades pretas os polissacarideos, as unidades azuis os polipeptidios, as
unidades verdes as cadeias alifaticas e as unidades marrons os fragmentos arométicos provenientes da lignina.

®
/(R
o ©

Fonte: Simpson et al. (2002).

A dificuldade em encontrar uma estrutura que melhor define as SHs continua até os
dias atuais e, para alguns pesquisadores da area, ird continuar. MacCarthy (2001) acredita que
a compreensao da SH exige ndo considerar o conforto da quimica Idgica, onde 0s conceitos de
estequiometria, estrutura molecular discreta e pureza prevalecem. E preciso entrar em um

espaco onde o 6bvio ndo € evidente.
1.2.2 Matéria organica nas frac6es do Solo

1.2.2.1 Matéria organica nas fracdes granulométricas

Tendo em vista que o solo é composto por fracBes minerais, organicas, agua e ar, o
ideal € que a avaliacdo da dindmica e da estabilizacdo da MOS esteja vinculado a mineralogia
do solo, pois segundo Guerra e Santos (2008), ao se considerar esta interacdo, as particulas
minerais podem ser divididas em diferentes tamanhos (frac6es granulométricas: Argila, Silte e
Areia) e as fragcdes organicas em diferentes estagios de decomposicéo.

Para Christensen (1992), o fracionamento fisico é considerado menos destrutivo e 0s
resultados com as fracdes fisicas do solo estdo diretamente relacionado a funcdo da MOS in
situ. Os métodos de fracionamento fisico sdo baseados em dois principios: a densidade e o
tamanho da particula.

No fracionamento fisico por densidade é possivel separar a fracdo da MOS que esta
fracamente ligada a fracdo mineral do solo, por exemplo, restos de vegetais e materiais
resistentes a decomposicao que possuem baixa densidade em relacdo aos demais constituintes

do solo. Neste processo, o0 solo é disperso em liquidos, normalmente sais inorganicos, com
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densidade compreendida entre 1,5 a 2,0 g.mL™. O material que flutua, € a matéria organica leve
(MOL) ou matéria organica particulada (MOP), enquanto o material mais denso contém a
matéria organica pesada. Esta mistura pode ser submetida a vibragdes ultrassénicas, com
objetivo de aumentar o rendimento da disperséo e romper ligagdes de restos organicos que
estejam retidos dentro de agregados. Na literatura é possivel encontrar muitos métodos que se
utilizam de agitacéo e/ou vibracao ultrassénica (CHRISTENSEN, 1992; GUERRA e SANTOS,
2008; DICK et al., 2009).

A EMBRAPA em 2012 publicou um manual de padronizacdo de métodos para analise
granulométrica, neste documento, recomenda-se a utilizacdo de agitador do tipo Wagner por 16
horas a 50 rpm, para cada lote de 20 g de solo (EMBRAPA, 2012).

Para o fracionamento granulométrico, ou fracionamento de tamanho de particulas,
utiliza-se peneiramento e o processo de sedimentacdo. Apos passar pelo processo de dispersdo
mecanica ou vibracional, a fracdo areia grossa, composta por MOP, ¢é separada por
peneiramento Umido com malha de 53 um. A fracdo silte, areia fina e argila sdo separadas por
sedimentacdo, utilizando tubos e/ou centrifugacdo. Esta parte do procedimento de
fracionamento fisico € baseada na equacdo de Stokes, mais detalhada na seccdo 2.2.2, tendo
como produto final complexos organo-minerais.

Mitton et al. (2017) utilizando o procedimento de fracionamento fisico da matéria
organica, pelo método de sonicacao, para um latossolo vermelho distréfico, observaram que a
fracdo argila apresentou maior capacidade de estocar C e N, seguida das fracdes silte e areia.
Assim, ficou evidenciado que a maior percentual de C esta ligada a fragdes menores que 53
pHm, que demonstra a capacidade de interagdo organo-mineral da fragéo argila.

Quanto ao grau de humificacdo da MOS, Christensen (1992) afirma que quanto menor
o tamanho da fracdo maior serd o grau de humificacao associada ela. Martin-Neto et al. (1998)
ao caracterizar por ressonancia magnética nuclear (NMR) e eletrénica (EPR), amostras de solo
fracionadas fisicamente, demonstraram a partir da quantificagio dos espectros de NMR de **C,
que na fracdo organo-mineral silte ocorre acimulo de aromaticidade, indicando que a MOS
presente nesta fracdo encontra-se em um estado avancado de humificacdo. Saab e Martin-Neto
(2003) também obtiveram o0 mesmo resultado, em seu estudo houve variacdo da temperatura
das amostras, mostrando que a fracao silte permaneceu mais estavel mesmo a altas temperaturas
(600 °C), o que demonstra que a MOS associada a esta fracdo ¢ mais estavel devido sua maior

recalcitrancia ou pela ligacdo organo-mineral.
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1.2.2.2 Fragdes quimicas da matéria organica

As SHs constituem a parte da MOS de maior complexidade quimica, consequéncia de
serem formadas por um conjunto de compostos de diferentes pesos moleculares e caracteristicas
fisico-quimicas distintas. Além disso, constituem a porcdo da matéria organica que esta mais
ligada a fracdo mineral do solo. Consequentemente, a qualidade de sua andlise fica diretamente
depende de seu fracionamento e, o0 estudo de suas fracGes possibilita a compreensdo de muitos
processos fisico-quimicos que ocorrem no solo.

De forma geral, as SHs sdo divididas de acordo com sua solubilidade em pH. O
procedimento quimico de extracdo produz trés fracdes principais: humina (HU), insolGvel em
qualquer pH e permanece ligada a matriz mineral do solo; acidos fulvicos (AF), apresentam
grande quantidade de grupamentos funcionais oxigenados, soltveis em qualquer valor de pH,
e aspecto amarelo-pardo; e, acidos humicos (AH), solivel somente em meio alcalino de
coloracdo castanho-escuro, é considerado a fracdo mais estavel da matéria organica humificada
(STEVENSON, 1994; PIGATIN, 2015).

Segundo Primo, Menezes e Silva (2011), atualmente existem varios métodos de
extracdo e fracionamento das SHs (Kononova, Dabin, Danneberg e Ullah , Schnitzer, Swift,
Benites, purificacdo com &cido fluoridrico (HF), resina DAX-8, diélise e liofilizacdo, Swift). A
diferenca entre esses metodos estd no uso de substancias extratoras, relacdo massa da
amostra/extrator, tempo de agitacdo, centrifugacdo e formas de purificacao.

O método de fracionamento quimico padronizado pela Sociedade Internacional de
Substancias Hamicas (IHSS) é o mais comum entre a sociedade de pesquisadores de SH. Este
recomenda como extrator padrdo a solugdo NaOH na concentragdo de 0.5 ou 0.1 mol.L™
(SWIFT, 1996). A metodologia requer um tratamento inicial do solo com HCI 0.1 mol.L™ para
remover carbonatos e outros cations polivalentes que podem interferir a eficiéncia da extragdo
da solugéo alcalina (CANELLAS et al., 2005a).

Cunha et al. (2008), utilizando a metodologia de fracionamento quimico de SH
proposta pela IHSS, quantificou e caracterizou os AH extraidos da camada 0-20 cm de solos do
estado do Amazonas sob floresta e cultivo agricola. Entre as fragdes himicas extraidas, a mais
abundante nesses solos € a HU. A caraterizacdo da fracdo AH, demonstrou que as fracdes
pertencentes a solos antropogénicos sdao mais humificadas do que as de solos ndo
antropogeénicos.

Marschner e Wiczynski, (1991) evidenciaram que a adi¢ao de calagem em florestas de

pinos em Berlim, diminuiu o estoque de C organico em todos os horizontes estudados. Também
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ocorreu 0 dominio dos AF em relacdo aos AH nos horizontes inferiores a 10 cm desses solos e
houve uma diminuicdo da quantidade de AH dos solos com adicéo de calcario. A respeito da
quantificacdo as fracdes quimicas da MOS, eles acreditam que ha relacdo com o aumento da
atividade microbiana, que foi acompanhado por uma mudanca de populac¢des de decomposicao,
por exemplo, fungos para bactérias. Consequentemente, mudangas na composicao dos produtos

finais ocorreram.
1.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

1.3.1 Espectroscopia Vibracional de Absorcao no Infravermelho

A radiacdo infravermelha (1V) é uma regido do espectro eletromagnético, situada entre
as radiacdes visivel e micro-ondas, que se subdivide em trés regides, IV proximo (12800 a 4000
cm™), IV médio (4000 a 200 cm™) e IV distante (200 a 10 cm™). Usualmente os espectros IV
s30 expressos em numero de onda (v, unidade em cm™), devido a sua relagéo direta com o valor
da energia e com a frequéncia de vibracdo molecular (PAVIA et al., 2010). A regido de maior
interesse para a analise 1V de substancias organicas situa-se no intervalo de 400 a 4000 cm™,
referente a faixa do IV médio (ABREU et al., 2009).

A espectroscopia de infravermelho baseia-se na absorcao de energia no comprimento
de onda tipico de movimentos vibracionais e rotacionais das moléculas. Ao incidir radiagao IV
na amostra, esta ira ressoar com a frequéncia de vibracdo caracteristica de cada ligacdo, com
isto, a energia absorvida e a amplitude de vibracdo serdo aumentadas. Entdo, o detector do
espectrometro de IV identifica o pico de absor¢cdo em um namero de onda, devido a energia
alterada pela absorcdo nas frequéncias de ressonancia. Basicamente, existem duas vibragdes
fundamentais: (i) estiramento, que ocorre quando 0s atomos permanecem no Mesmo eixo de
ligacdo, aumentando e diminuindo as distancias entre eles, e a (ii) deformacdo, que é quando as
posicdes dos atomos mudam em relacéo ao eixo de ligacdo original (STEVENSON, 1994). A
Figura 1.9 mostra algumas vibracdes tipicas para grupos de &tomos.

Os espectros de IV consistem em uma representacdo grafica da correlagdo entre
intensidade de absorbancia (A), ou transmitancia (T) e a energia de radiacdo de IV, como ja
citado, expressa em nimero de onda (v). A transmitancia € a razdo entre a energia transmitida
pela amostra e a energia que nela incide. A absorbancia esta relacionada a transmitancia da

seguinte maneira
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1 1
A =logqg T (1)

(CANELLAS e RUMJANEK, 2005d; SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL, 1994).

Figura 1.9- Modos de Vibragdes Moleculares. Os sinais (.) e (X) indicam movimentos para fora e para dentro do

plano. : : ‘ - . r :
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Fonte: A autora.

Para que uma vibragéo resulte na absorcéo de energia em IV, esta deve causar alteragéo
no momento dipolar da molécula, provocando variagdes na distribuicdo eletrénica ao redor das
ligacdes. Quando ocorre acoplamento do campo elétrico gerado pela vibracdo, com o campo
magnético oscilante da radiacdo eletromagnética, um sinal de energia radiante sera absorvido.
Logo, a frequéncia adequada para que ocorra este fenébmeno é determinada pelas forcas de
ligaces e a massa dos atomos envolvidos (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL, 1994;
ABREU et al., 2009).

O espectro de IV ndo ird mostrar sinais de absor¢do para cada modo vibracional da
molécula. O nimero de bandas pode ser acrescentado ou diminuido por interagdes no nivel
vibracional da molécula que levam a combinagdes (ABREU et al., 2009). Mesmo moléculas
simples, produzem espectros extremamente complexos. Logo, para a avaliacdo da amostra, é
necessario que haja uma comparacao de espectros, entre compostos conhecidos (consulta de
tabelas) e 0 composto a ser estudado. Tendo em vista que os resultados de espectroscopia de IV
devem complementar os resultados de outras técnicas.

Para auxiliar na caracterizacdo do espectro de 1V, na literatura existem algumas tabelas
que trazem as bandas caracteristicas dos espectros de IV para SHs (SILVERSTEIN, BASSLER
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e MORRIL, 1994; ABREU et al., 2009; STEVENSON, 1994; CANELLAS e RUMJANEK,
2005d; SAAB, 1999).

A analise de IV também pode ser utilizada com o intuito de detectar impurezas
inorgénicas das substancias hdmicas, a tabela 1.1 relaciona alguns numeros de onda

caracteristicos dessas impurezas.

Tabela 1.1- Absorc¢Bes no IV de impurezas inorganicas.

Numero de Onda (cm™) Grupo de Absorc¢ao

Estiramento axial de OH externo da
estrutura da Caulinita
Estiramento axial de OH interno da

3700

3620 ..
estrutura da Caulinita
3520, 3445 e 3390 Estiramento OH em Gibbsita
Estiramento Si — O -Si de silicatos;
1100 - 1090 Quartzo
800 - 770 Caulinita, Glauconita, Montmorilonita e
Quartzo

Fonte: Adaptado de SAAB (1999).

Além da caracterizagdo de alguns grupos funcionais, DOBBS et al. (2009) utilizaram
a técnica de IV com transformada de Fourier para comparagédo dos espectros de acido humico
e acido fuvico. Para os AF, os espectros de 1V apresentam-se de forma mais simplificada, com
absorcdes mais agudas e com sensiveis diferencas entre os tipos de AF. Isto ocorre devido a
uma maior homogeneidade estrutural desse conjunto de agregados hdmicos, sendo entdo
compativel a estimativa do valor de massa molar realizada, que para AF foi menor do que para
AH.

Para Stevenson (1994, p.308) a espectroscopia de infravermelho tem consideravel
valor na pesquisa de substancias hdmicas pois fornece informacdo sobre a natureza, a
reatividade e o arranjo estrutural de grupos funcionais contendo oxigénio, a ocorréncia de
carboidratos e proteinas e o grau de pureza da amostra quanto a contaminantes inorganicos
como metais, sais e argilas.

A espectroscopia de infravermelho é uma das técnicas mais utilizadas na analise e
caracterizacdo de substancias humicas. Isto deve-se, principalmente, a facilidade na preparacéo
das amostras e na compreensao de seus resultados. Porém, para caracterizagdo mais confiavel
e eficaz, esta técnica deve estar aliada a outras técnicas analiticas de caracterizagdo, para

obtencdo de resultados confiaveis.
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1.3.2 Espectroscopia Raman

Ao incidirmos luz em uma amostra, os fétons podem ser absorvidos ou dispersos.
Grande parte desta dispersdo tem a mesma frequéncia gque a incidente (espalhamento Rayleight
ou espalhamento eléstico), porém uma pequena por¢do emerge da amostra com outra frequéncia
(espalhamento inelastico). Nesta parcela, a energia vibracional pode ser alterada, adicionando
(Efeito anti-Stokes) ou subtraindo (Efeito Stokes) da energia da radiacdo incidente. A diferenca
entre as novas frequéncias e a frequéncia original, reflete caracteristicas vibracionais e
rotacionais da molécula irradiada (VOGUEL, 2013). O processo de espalhamento inelastico da
radiacdo € conhecido como dispersdo de Raman.

Em um espectro Raman, as linhas anti-Stokes sdo menos intensas que as linhas Stokes,
por isto, somente as linhas Stokes sdo utilizadas (VOGUEL, 2013). Isto ocorre pois, segundo
predicBes da teoria quantica, a dispersdo Raman vibracional anti-Stokes ndo é possivel quando
a molécula esta no nivel vibracional mais baixo. Tendo em vista que, em temperatura ambiente,
a maioria das moléculas encontra-se no estado vibracional mais baixo, logo a dispersdo Stokes
sera mais provavel e mais intensa do que a disperséo anti-Stokes (MARTIN-NETO et al., 2009).

Os espectros de Infravermelho e Raman, por fornecerem informacgfes a respeito de
niveis vibratdrios, tendem a ser complementares devido a suas regras de selecdo. Para que
ocorra sinal na espectroscopia Raman, é essencial que a polarizabilidade da molécula mude
durante a vibracdo. Para a absorcdo no infravermelho, o momento de dipolo deve variar
(VOGUEL, 2013).

Na Tabela 1.2 estdo apresentadas algumas frequéncias de grupos mais caracteristicos
nos espectros Raman de SH.

A utilizacdo deste método para caracterizacdo de SH possui limitagbes. O principal
problema é a sobreposicdo do espectro de Raman pela fluorescéncia intensa emitida por essas
substancias. Segundo Messias (2004), para minimizar este problema, é utilizado a técnica de
Espectroscopia de Raman associada a transformada de Fourier, e também fontes de excitagdo
no infravermelho proximo, as quais possuem pequeno efeito de fluorescéncia e ressonancia.

A utilizacdo desta técnica € bastante Util para caracterizar estruturas, que assim como
as SHs, possuem carbonos de diferentes disposic¢Oes (cristalinos, nanocristalinos e amorfos).
Estes materiais possuem uma banda centrada entre 1580 — 1600 cm™, denominada banda G, e
no caso do material possuir desordem estrutural, é observada uma banda adicional, centrada em
~ 1355 cm™, chamada de banda D (FERRARI e ROBERTSON, 2000).
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A banda G (grafite) ocorre devido aos modos vibracionais presentes em todas as
ligagcbes C=C, ou seja, este modo é ativo em todos os sitios sp?, seja na forma de cadeias
alifaticas ou na forma de anéis. Ja a banda D (desordem), embora também esteja relacionada
as ligacBes do tipo sp?, é referente ao modo vibracional do tipo respiragio de anéis, sendo que
esta banda ¢ ativa somente na presenca de desordem estrutural da molécula. (LOBO et al., 2008;
SOARES, 2011).

Tabela 1.2- Atribuigdes frequentes no espectro Raman para substancias humicas. As siglas indicam v estiramento,
Vs estiramento assimétrico, va estiramento assimétrico e d vibragdes angulares.

NUmero de Onda (cm™) Atribuicao
3240 v(N-H) de aminas ligadas
2956 v(C-H)
2135 v(C=C) ou acumulado v(C=C) ou um modo de vibragao do
-NH3+
1700 - 1650 v(C=0)
1618, 1590 va(COQ) e estiramento do anel de benzeno
1580 Vibracdo de deformacéo no plano de anel aromatico
Vibragdo de deformacdo de fendis altamente substituidos
1574, 1475, 498 Anéis benzénicos poliméricos
1540 VibracGes de estiramento de anéis aromaticos
1450 d(C-Hy) alifatico
1379 vs(COO")
1315 vs(COQ) e substituicdo de anel benzénico
1300 — 1000 Modos de alongamento das ligagdes de C-C, C-O ou C-N e /ou
modos de balanco das ligacdes C-H e N-H da molécula
1211 v(C-0) ésteres
1171 3(C-H)
1165 v(C-C) alcool e ésteres alifaticos
1060 v(C-C)
Deformacéo no plano do grupo -COO™ e movimento de torcéo
700 — 400 "
de um -NHs
365 Modo de deformacdo esquelética

Fonte: Adaptado de Alvarez-Puebla, Garrido e Aroca (2004).

Em alguns estudo de AH, a espectroscopia Raman foi utilizada, por exemplo para obter
informacdes estruturais de AH extraidos de diferentes solos, vermicompostos e turfas (YANG
e WANG, 1997; FRANCIOSO, 2001; MESSIAS, 2004), para caracterizagdo de AH extraidos
em grande escala para a sintese de grafenol (DURAIA; HENDERSON e BEALL, 2015), para
estudar a interacdo de AH extraidos de diferentes solos com herbicida (ROLDAN et al., 2011),
para avaliar mudancas no espectro Raman de AH sob efeito de diferentes temperaturas
(DURAIA e BEALL, 2016), para estudar alteracdes da estrutura de AHs expostos a diferentes
pHs (CORRADO et al., 2008) enfim, esta técnica tem sido recentemente muito abordada em

trabalhos de caracterizagcdo de SH.



41

1.3.3 Espectroscopia de absor¢do na regido UV-visivel (razdo E4/Es)

A espectroscopia de absor¢do do ultravioleta (200 — 400 nm) e visivel (400 — 800 nm)
(UV-Visivel) é um meétodo de caracterizacdo baseado na emissdo de um feixe de luz, com
energias que promovem excitacao eletrénica das ligagdes quimicas.

A energia da radiacdo eletromagnética, absorvida pela molécula, produz uma
transferéncia dos elétrons ligantes (¢ e m) e ndo ligantes (n) para orbitais mais energéticos em
um estado excitado (o* e =w*), denominados antiligantes, conforme a Figura 1.10

(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL, 1994).

Figura 1.10- TransicGes eletronicas possiveis durante a excitagdo de uma molécula.

‘ o* (antiligante)
A A 4
n-po*
T* (antiligante)
A Iy .
E ™ e T°
n *
mwomT* ~ .
n (ndo-ligante)
T (ligante)
opmw*
o (ligante)

Fonte: Abreu et al. (p. 238, 2009).

Como a absorcdo de luz ocorre de maneira quantizada, entdo cada transicdo deveria
formar uma linha bem definida no espectro, contudo, isto ndo ocorre. A explicacédo esta no fato
de que a energia total de uma molécula é a soma de suas energias eletrdnica, vibracional e
rotacional. Entdo, o diagrama energético de um sistema molecular sera de bandas, pois cada
nivel eletrdnico possui varios subniveis vibracionais e rotacionais, que formardo um conjunto
de linhas discretas, as bandas de absorcdo (CANELLAS e RUMJANEK, 2005c).

As informacgdes que podem ser obtidas com bandas de absor¢do s@o posicdo e
intensidade. Segundo Silverstein, Bassler e Morril (1994), a posi¢do da banda de absorcéo
corresponde ao comprimento de onda da energia necesséria para que ocorra a transicao

eletrénica. A intensidade de absorc¢éo, por sua vez, depende de dois fatores: (i) da probabilidade
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da interagdo entre a energia radiante e o sistema eletronico e, (ii) da diferenca entre os estados
fundamental e excitado.

E possivel escrever a razdo da intensidade de luz que incide na amostra (lo) pela
intensidade da radiacdo que emerge da amostra (I) como a Transmitancia (T):

I 2)

A medida que a luz atravessa a amostra, sua intensidade decai exponencialmente. Logo, a
intensidade de absorcdo, pode ser expressa em termos da transmiténcia, da concentracdo e da
espessura da amostra, por meio de uma lei bastante conhecida na espectroscopia, a “Lei de

Lambert-Beer”:

I
A= logl— = &dl, (3)
0

onde A é a absorbancia da amostra, ¢ é a absortividade molar, ¢ é a concentragio em mol.L e
I o caminho 6ptico em centimetros (SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL, 1994; SKOOG et
al., 2014).

O espectro de absorcdo da substancia humica, mostrado na Figura 1.11, possuem
sobreposicdes, sem a presenca de nenhuma banda definida, apresentando um decréscimo
gradual com o0 aumento do comprimento de onda. Isto ocorre devido a presenca de uma grande
variabilidade de grupos cromdéforos existentes nas macromoléculas de substancias humicas.
Estes grupos sédo a parte das moléculas organicas responsaveis pela producéo de cor (ABREU
et al., 2009).

Figura 1.11-Exemplo de espectro de absorcdo no UV-Visivel do AH e identificacdo das regiGes de absorbancia
465nm e 665nm.
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Fonte: A autora.
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O acoplamento das estruturas moleculares pode deslocar a absorg¢éo para comprimentos
de ondas maiores, este fendmeno é chamado em espectroscopia de deslocamento batocrémio
(SILVERSTEIN, BASSLER e MORRIL, 1994). Para sistemas aromaticos, o comprimento de
onda da absorcdo de UV-Visivel aumenta gradualmente com a adi¢do de anéis na estrutura
molecular.

Fisicamente, é possivel pensar na estrutura aromatica como um poc¢o de potencial
infinito, de largura L, ao qual um elétron esta submetido. A teoria de Schrédinger estabelece

que as energias permitidas para esse sistema serdo as mesmas para 0 po¢o quadrado infinito:

h? 4)

em que n é o nimero quantico principal, h é a constante de Planck, m a massa do elétron e L é

a largura da molécula. Ao absorver um féton de energia AE, o elétron do sistema aromatico,

passa do orbital de energia Eo para o de energia E. Como a energia do féton é E=hv= h%

entao

8mc (5)
A= <h(n2 — ng)> ‘17

Logo, o comprimento de onda absorvido € proporcional ao tamanho da molécula (TIPLER e
LLEWELLYN, 2014; LUZ, 2013).

Segundo Canellas e Rumjanek (2005c), quanto maior o grau de evolucdo da matéria
organica humificada, maior sera o numero de unidades aromaticas presentes. Entdo, o principal
parametro utilizado em espectroscopia de absor¢do no UV-Visivel para o estudo da matéria
organica € a razdo entre a absorbancia em 465 nm e 665 nm, chamada de razdo E4/Es. Segundo
Stevenson (1994) esta razdo decresce com 0 aumento da condensagdo dos anéis aromaticos,
sendo utilizada como indicador do grau de humificacdo, podendo ter valores torno de 5, para
acidos humicos.

Assim, quanto menor o valor da razdo E4/Es, maior é o grau de condensacdao dos
constituintes aromaticos em substancias humicas. Do contrario, quanto maior esta razdo menor
sera o grau de humificacdo, consequéncia de uma presenca maior de substancias alifaticas
(FIALHO, 2007; OUTMANE et al.,2002).

Segundo Chen et al. (1977), a razdo E4/Ee é dependente do tamanho da particula, da
concentracéo i6nica do meio, afetada pelo pH (recomendado que as solugdes estejam entre pH
7 e 8) e aparentemente ndo estdo diretamente relacionadas a concentracdo de anéis aromaticos

condensados.
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Entretanto, Saab e Matim-Neto (2007), em estudo de AHs extraidos de gleissolos,
utilizando RMN de ¥C com desacoplamento defasado, observaram que a razdo E/Eg
correlaciona ao grau de condensacdo dos anéis aromaticos e ndo a aromaticidade total das
amostras.

Devido a controvérsias na literatura, os valores da razdo E4/Es ndo devem ser parametros
conclusivos quanto ao célculo da aromaticidade ou grau de humificacdo das substancias
humicas. E aconselhavel que estes valores sejam correlacionados a outros parametros

espectroscopicos mais precisos.
1.3.4 Espectroscopia de fluorescéncia na regido do visivel

A fluorescéncia é um fenémeno de fotoluminescéncia no qual os &tomos e moléculas
sdo excitados pela absorcédo de radiacédo eletromagnética e, em seguida, voltam aos seus estados
fundamentais, liberando o excesso de energia na forma de fotons. Este processo ocorre em um
tempo curto, que deve variar de 102 a 10" segundos. Caso a liberacdo de energia demore a
acontecer (>10® segundos), o fendmeno sera o de fosforescéncia (SKOOG et al., 2014).

Para que ocorra o fenbmeno de fluorescéncia o comprimento de onda de excitacao
(Aex) deve ser proporcional as transi¢des eletronicas da estrutura molecular. Os elétrons que
forem excitados a um estado superior de energia, permanecem neste estado por um determinado
tempo, chamado de tempo de vida do estado excitado. Para retornarem ao estado fundamental,
os elétrons devem dissipar 0 excesso de energia. Isto normalmente ocorre por decaimentos nao
radioativos, como mostrado na Figura 1.12, em que 0 excesso de energia € emitindo em forma
de calor. Porém, isto também pode acontecer por emissao de fétons com um comprimento de
onda especifico, chamado de comprimento de onda de emissdo (Aemi). Sendo assim, a energia
emitida € menor do que a absorvida, devido as perdas na forma de calor ou vibracfes
moleculares. Ou ainda, a luz emitida tem comprimentos de ondas maiores do que a luz
absorvida, chamado de deslocamento de Stokes (SKOOG et al., 2014; ATKINS e PAULA,
2012).
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Figura 1.12- Diagrama de energia para o fendmeno de fluorescéncia. Ap6s a absorcéo, os estados vibracionais
mais altos cedem energia para a vizinhancga, processo de decaimento ndo radiativo. Apos, ocorre uma transicao
radiativa (fluorescéncia), para que a molécula emita o excesso de energia.

Decaimento
nao radiativo

| ﬁ
t E

missao
\ (fluorescéncia)

Energia Potencial da Molécula

Separacdo internuclear

Fonte: Adaptado de Atkins e Paula (p. 79, 2012).

Mediante ao exposto, para que este fenbmeno aconteca, é preciso que elétrons néo
ligantes (n) ou ligantes () sejam promovidos a orbitais antiligantes (7*). A probabilidade de
isto ocorrer € maior em sistemas moleculares que contenham atomos com pares de elétrons
livres, tais como Oxigénio (O) e Nitrogénio (N) ou até mesmo, sistemas conjugados com alto
grau de ressonancia, por exemplo, estruturas aromaticas e sistemas alifaticos que contenham
deslocalizacéo eletrénica, como no caso das SH (CANELLAS e RUMJANEK, 2005c).

Basicamente, os espectros de fluorescéncia podem ser medidos de trés formas: (1)
espectro de emissdo, sdo produzidos com Aex fixo, obtendo o espectro com a intensidade da
emissdo em fungdo do Aemi; (2) espectro de excitagdo, sdo obtidos com variacdo do lexe a
medida da intensidade de fluorescéncia em um comprimento de onda fixo; e, (3) espectro de
varredura sincronizada, sao obtidos pela varredura simultanea de uma faixa espectral de Aex €
de Aemi, apresentando um intervalo (A)L) constante entre eles (VOGUEL, 2013; ABREU et al.,
2009).

Dentre os fatores que podem influenciar o fenbmeno de fluorescéncia, destacam-se o
pH da solucédo (para SH o pH deve estar em torno de 8), a natureza do solvente, a concentracédo
dos reagentes adicionados (para fluorescéncia das SH em solucéo, a concentracéo deve ser igual
ou abaixo de 20 mgL™1), a temperatura (0 aumento desta acarreta diretamente a um aumento da
probabilidade de colisbes no estado excitado, aumentando as conversfes internas e,

consequentemente pode haver uma diminuigdo na intensidade da fluorescéncia) e os efeitos
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dos substituintes, (grupos doadores de elétrons aumentam a eficiéncia de emissdo de
fluorescéncia, enquanto que os retiradores de elétron reduzem a intensidade da mesma)
(MILORI et al., 2002; VOGUEL, 2013; CANELLAS e RUMJANEK, 2005c).

Em moléculas complexas, que possuem muitos fluordforos, a fluorescéncia total
apresenta um efeito acumulativo dependente de varios componentes estruturais da molécula.
Em consequéncia disso, o espectro observado em qualquer um dos trés modos ira representar a
soma de todos os espectros individuais dos constituintes da molécula (ABREU et al., 2009).
Deste modo, devido a grande complexidade das SH, o espectro de fluorescéncia destes
materiais € constituido por bandas largas que vao desde o visivel até o ultravioleta.

Segundo Sierra et al. (1996), a técnica de fluorescéncia foi utilizada pela primeira vez
no estudo da matéria organica de forma quantitativa, para avaliagdo do comportamento e do
destino da fracdo fluorescente do carbono orgéanico dissolvidos em agua. Atualmente, na
comunidade de pesquisadores de SHSs, a técnica é utilizada para avaliar o grau de humificacao
por meio de alguns métodos que levam em consideracao a area abaixo curva de algumas regides
do espectro (ZSOLNAY et al., 1999) ou do espectro inteiro (MILORI et al., 2002) e também a
intensidade de alguns picos proeminentes (KALBITZ et al., 1999).

Para este estudo, foram utilizados os métodos que se baseiam no calculo do indice de
humificacdo utilizando as areas abaixo a curva do espectro.

De acordo com o método de Zsolnay et al. (1999), a medida que a estrutura se torna
mais condensada, o espectro de emisséo deslocam-se para regiées com maior comprimento de
onda. Desta maneira, Zsolnay et al. (1999), por meio do espectro de emisséo na faixa de 350 a
650 nm, com excitagédo fixa em 240 nm, calcularam o grau de humifica¢do dos AHs dividindo
0 espectro de emissao em quatro regides. A razdo entre a area da regido de maior comprimento
de onda (570-641 nm) do espectro e a area de menor comprimento de onda (356- 432 nm)
fornece uma relagdo denominada As4/A1 que determina o grau de humificagéo.

Romero et al. (2017) utilizaram o método de Zsolnay para estudar a matéria organica
dissolvida (MOD)?, extraida em agua, de um sistema semi-arido de cultivo a base de trigo. Os
calculos do indice de humificacdo, atraves deste método, indicaram uma diminuicdo na
humificacdo com o aumento da profundidade, que segundo os autores pode ser atribuido a
interacdes adsortivas de por¢des aromaticas com superficies minerais reativas que impediriam

a policondensacdo das estruturas aromaticas.

L A MOD ¢ uma mistura heterogénea de constituintes derivados da planta e microbiota com diferentes graus de
reatividade (Bolan et al., 2011). Operacionalmente, podemos definir como a fracdo que passa através de um filtro
com porosidade de 0,45 pum.
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Para Milori et al. (2002), a utilizagdo do Aex igual a 240 nm pode excitar vérias
estruturas fluorescentes, tornando assim esta técnica pouco seletiva. Diante disto, uma nova
metodologia foi proposta para o célculo do indice de humificacao, correspondente a area total
(Aues) do espectro de emissdo, com o Aex igual a 465 nm e varredura entre 485 e 650 nm. A
validacdo deste metodo foi baseada no estudo de dezoito AH extraidos de quatro solos
brasileiros sob diferentes cultivos. Utilizando o Aex na cor azul (465 nm) como fonte de
excitacdo de fluorescéncia do AH, constataram que havia uma alta correlacdo entre a emissao
de fluorescéncia e o contedo de radicais livres do tipo semiquinona obtidos por ressonancia
paramagnética de elétrons. A sensibilidade associada a facilidade desta metodologia s&o
indicativos favoraveis para avaliar o grau de humificacdo dos AHs.

Signor et al. (2016), utilizaram estes dois métodos para avaliar a humificacdo de AH e
AF, em solos com sistemas de colheita de cana-de-accar com ou sem queima da palhada.
Constataram que: (1) o menor grau de humificagdo dos AH foi observado para a amostra da
area de vegetacdo nativa, provavelmente pela maior deposicao de residuos vegetais, de forma
continua em superficie; (2) os maiores graus de humificacdo, tanto para o AH quanto para o
AF, ocorreram na area sem queima por 19 anos, o0 que pode estar relacionado a deposicdo
constante de palha sobre a superficie por um longo periodo de tempo; e, por fim, (3) o grau de
humificacdo dos AH extraidos das areas cultivadas com cana-de-agUcar, foi semelhante nas
camadas 0, 0-0,1 e 0,1-0,2 m, independentemente do sistema de colheita, o que indica que as

praticas de manejo do solo, tornam a MOS homogénea até 20 cm de profundidade.
1.3.5 Espectroscopia de fluorescéncia de raios X

A espectroscopia de fluorescéncia de raios X (XRF) é uma técnica de caracterizagdo
elementar, baseada na medida das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos
elementos quimicos contidos na amostra, quando esta for devidamente excitada.

Ao incidir fotons de raios X de alta energia em atomos de uma amostra, ocorrera
transicdes eletrénicas para camadas de maior energia ou remocao de elétrons das camadas mais
internas, fazendo com que o atomo se torne um ion instavel. A instabilidade é rapidamente
interrompida pelas transi¢6es de elétrons de camadas mais energéticas para preencher o espaco
vago. Esta transicao so é possivel se a diferenca de energia for liberada em forma de um féton
de raio x, que tera comprimento de onda caracteristico do elemento. Como o0 comprimento de
onda € inversamente proporcional a energia, o elemento serd identificado e quantificado através
da medida da intensidade da energia do féton emitido (VINADE e VINADE, 2005; ABREU,
2009; SCHRAMM, 2017).
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O raios X caracteristico pode ser detectado via dispersdo de energia ou comprimento de
onda. A fluorescéncia de raios X por dispersdo de comprimento de onda (do inglés, Wavelength
Dispersive x-Ray Fluorescence- WDXRF) utiliza conceitos baseados na lei de Bragg para
separar adequadamente cada comprimento de onda. A medida que se faz necessario a leitura de
diferentes analitos, é realizada a rotacdo do cristal provocando uma mudanca do angulo de
incidéncia dos raios X caracteristico emitidos pelos elementos da amostra, com isto, ocorre a
selecdo do comprimento de onda ao qual se deseja analisar (ABREU, 2009). A
espectrofotometria WDXRF é um método nao destrutivo que pode ser aplicado a amostras em
diferentes estados fisicos (VINADE e VINADE, 2005).

Com avancos no desenvolvimento de semicondutores, capazes de detectarem raios x de
energias proximas foi possivel o surgimento de outra forma de deteccdo por meio de
fluorescéncia de raios X, a técnica por dispersdo de energia (do inglés Energy Dispersive X-
Ray Fluorescence-EDXRF) (ABREU, 2009). Na espectrofotometria EDXRF, a amostra é
excitada por um tubo de raios X (Figura 1.13 (a)) e um detector semicondutor (normalmente de
Si ou Si(Li)) analisa a radiacéo de fluorescéncia de raios x emitida pela amostra (SCHRAMM,
2017).

Figura 1.13- Configuracdo esquematica dos espectrofotdmetros de fluorescéncia de raios X por dispersdo de
energia (a) e por dispersdo de comprimento de onda.
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Fonte: Adaptado de Schramm (2017, p. 234).

Segundo Vinadé e Vinadé (2005) cada um dos dois métodos possui suas vantagens e
desvantagens. O sistema EDXRF é capaz de detectar uma ampla escala de elementos de uma
amostra simultaneamente de maneira rapida. Entretanto, possui uma menor sensibilidade e
maior interferéncia espectral, podendo apresentar algumas sobreposicdes (por exemplo de Mn,
Cr e Fe). Enquanto que o sistema WDXRF que apresenta melhor resolugcdo em seus espectros,

necessita de mais tempo para obten¢do dos mesmaos.
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A XRF tem sido amplamente empregada para avaliacdo qualitativa e quantitativa da
composicdo elementar em diversas areas (SANTOS et al. 2013). Ferreira et al. (2017) em um
estudo sobre os efeitos da calagem superficial nas propriedades de atenuacdo da radiacdo do

solo, utilizou a técnica de EDXRF para avaliar a composi¢do de éxidos do solo.
1.3.6 Analises Térmicas

A andlise térmica de um material consiste no emprego de métodos térmicos, com 0s
quais as propriedades quimicas e fisicas das substancias sdo alteradas com a variacdo da
temperatura e/ou tempo. As técnicas variam de acordo com as propriedades fisicas que se deseja
avaliar na amostra, podendo envolver variagdo da massa (Termogravimetria- TG) e, ou, energia
da amostra (Analise Térmica Diferencial- DTA e Calorimetria Exploratoria Diferencial -DSC).

A andlise de Termogravimetria (TG) consiste na avaliacdo da massa de uma substancia
em funcdo da variacdo da temperatura ou do tempo. Sua curva representa a percentagem de
massa da amostra no eixo da ordenada acompanhada da temperatura (ou tempo) na abscissa
(BROWN, 1998; VOGUEL, 2013). Desta técnica é possivel submeter a curva de TG a primeira
derivada, originando a Analise Termogravimetrica Diferencial (DTG), a qual evidencia com
mais facilidade os eventos térmicos, por meio dos maximos e minimos da curva (FABRIS et
al.,2013).

A TG tem sido frequentemente utilizada em estudos com AHs para avaliar a estabilidade
térmica dessas substancias (SHURYGINA et al., 1971; BENITES et al., 2005; CUNHA et al.
2007; GIOVANELA, 2010; PURMALIS, PORSNOVS e KLAVINS, 2011; SANTOS et al.,
2018). A maioria das Curvas de TG de AH apresentam duas fases de termodegradacéo, sendo
a primeira localizada entre 105 a 350 °C e a segunda entre 350 e 650 °C (BENITES et al.,
2005). Shurygina et al. (1971), com auxilio de IV, atribuiram o primeiro evento a
termodegradacdo das cadeias laterais alifaticas e 0 segundo a termodegradacdo dos nucleos
aromaticos. A partir destes dois eventos térmicos, o indice termogravimétrico (ITG) é
calculado, por meio do quociente entre as duas perdas de massa observadas na curva de TG.
Este indice indica a resisténcia a termodegradacéo e estabilidade ou resisténcia a decomposigdo
quimica, estando a maior resisténcia relacionada aos maiores valores do ITG (BENITES et al.,
2005).

Na Analise Térmica Diferencial (DTA) a diferenca de temperatura da amostra e de um
material de referéncia é determinada, @ medida em que ambos 0s materiais sdo submetidos ao
processo de aquecimento. Ja a técnica de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) avalia

as variacoes da quantidade de energia cedida a amostra e a um material de referéncia, em funcéo



50

da temperatura, quando ambas sdo submetidas a um processo térmico controlado (VOGUEL,
2013).

Quando a amostra sofre um evento endotérmico, ocorrerd uma diferenca de temperatura
entre a amostra e a referéncia, sendo esta diferenga interpretada pelo equipamento e convertida
nas unidades desejadas. A diferenca entre DTA e DSC esté na obtencéo dos dados. Para DTA
(analise qualitativa) a informacéo fornecida no grafico sera se o evento é endotérmico ou
exotérmico, tendo em sua ordenada informacdes a respeito da diferenca de temperatura entre a
amostra e a referéncia. J& para a técnica de DSC (andlise quantitativa), a variacdo da massa da
amostra € utilizada para obter valores de entalpia, ou seja, a energia consumida ou liberada no
processo, obtendo curvas constituidas de registros da temperatura do forno no eixo da abscissa
e na ordenada a derivada da quantidade de calor (Q) pela temperatura (dQ/dT) ou em funcéo
do tempo (dQ/dt) (FABRIS et al., 2013).

Por apresentar uma abordagem répida, precisa e sem interferéncia, Giovanela et al.
(2010), utilizou TG e DTG para quantificar os teores de humidade e cinzas, bem como observar
e caracterizar as mudancas estruturais nas amostras de AHs isolados a partir de quatro amostras
de sedimentos inferiores coletadas de uma microbacia subtropical brasileira quando expostos a
aquecimento. Concluindo, por meio das etapas de decomposicao térmicas, que 0os AHs podem
ter poucas estruturas aromaticas em nivel de estar abaixo do limite de detecc¢ao desta técnica.

Purmalis, Porsnovs e Klavins (2011) analisaram o carater de decomposi¢do térmica,
com as técnicas de TG, DTG e DTA, dos acidos humicos extraidos de diferentes turfas com
objetivo de correlacionar com sua origem. Com a DTA foi possivel observar efeitos
endotérmicos e exotérmicos nas amostras avaliadas e com isso qualificar quais tipos de
estruturas quimicas estavam sendo decompostas em determinada temperatura. Ao fim das
analises, foi possivel concluir que apesar da similaridade relativa do padréo genético da origem

das turfeiras, os AHs extraidos de cada turfa diferem muito em composicgéo.
1.3.7 Microscopia eletronica de Varredura (Mev-Feg)

O grande avango na observacgdo e analise de microestrutura de materiais ocorreu em
consequéncia do desenvolvimento de Microscopicos Eletronicos de Varredura (MEV).
Enquanto que microscopios épticos convencionais ficam limitados a um aumento maximo de
2000 vezes, MEV permite aumentos de 300000 vezes ou mais, fornecendo informagdes sobre
a morfologia e identificacdo de elementos quimico contidos na amostra.

Como ja confirmado por De Bloglie, por meio da teoria do dualismo onda particula, o

comprimento de onda associado ao elétron é funcao de sua energia. Como consequéncia disso,
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elétrons que sdo acelerados a voltagens suficientemente grandes, como é o caso do MEV,
possuem comprimento de onda extremamente curto, fazendo com que o efeito de difracdo
gerado pela sua interacdo com a amostra seja muito maior do que a interacao da luz visivel ou
luz ultravioleta usada em microscopicos opticos.

As principais caracteristicas que ressaltam a importancia da utilizagdo desta técnica
sdo: a sua alta resolucdo, instrumentos de pesquisas podem alcancar resolucfes da ordem de 1
nm (NAGATANI et al., 1987); a aparéncia tridimensional da imagem da amostra, resultado
direto da grande profundidade de campo (DEDAVID, GOMES e MACHADO, 2007); e, a
possibilidade de combinar a analise microestrutural com a microanalise quimica (MALISKA,
2005).

O principio do funcionamento de um MEV, expresso na Figura 1.14, consiste em
incidir um feixe de elétrons na superficie de uma amostra e detectar o sinal emitido desta
interacdo. A maioria dos equipamentos utiliza como fonte de elétrons um filamento de
tungsténio aquecido, podendo chegar a tensbes de aceleracdo de 1 a 50 kV. Lentes
eletromagnéticas sdo utilizadas no equipamento com a finalidade de focalizar o feixe de elétrons
para incidir de maneira exploratdria ponto a ponto sobre a amostra (DEDAVID, GOMES e
MACHADO, 2007).

Figura 1.14-Esquema de formacdo da imagem em microscopia eletrnica de varredura evidenciando vérios

aspectos. Apds a interacdo do feixe de elétrons primarios (EP) com a amostra, ocorre a emissdo de elétrons
retroespalhados (ERP) e elétrons secundarios (ES).
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Fonte: Adaptado de Maliska (2005) e Dedavid; Gomes e Machado (2007).

O feixe de elétrons ao incidir no material, sob condi¢des de vacuo, promove a emissdo
de elétrons secundarios, retroespalhados, Auger, absorvidos e raios X caracteristicos. A
formag&o da imagem, em tons de cinza, € 0 mapeamento e a contagem de elétrons secundarios

e retroespalhados emitidos pelo material analisado (DUARTE et al., 2003).
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A analise quantitativa elementar é realizada, juntamente ao MEV, com base na emissdo
de raios X caracteristico que também ocorre na amostra, conceito este ja abordado no topico
1.3.6 de fluorescéncia de raios X.

Diferentemente dos MEV, o0s microscdpicos que utilizam de canhdo de elétrons por
efeito de campo (FEG), emitem elétrons por tunelamento, em uma ponteira de tungsténio, com
tamanho inferior a 5 nm, devido a aplicacio de um campo elétrico na ordem de 10° V/m. As
principais diferencas entre esses dois sistemas concentram-se na vida Util do equipamento e na
qualidade da imagem. Como o MEV-FEG trabalha com baixas temperaturas, possui vida util
superior a 10000 horas, enquanto MEV’s que trabalham com filamentos de tungsténio ou
lanténio possuem vida util de 40 a 100 horas e 200 a 1000 horas, respectivamente. Para 0s
equipamentos MEV-FEG, a qualidade da imagem é superior em resolucéo e brilho, fornecendo
imagens com contornos mais detalhados e aumentos superiores as demais fontes (SEM, 2011;
PRANDEL, 2015).

A microscopia eletrdnica de varredura, é bastante aplicada em estudos do solo, com
objetivo de analisar particulas solidas mais elementares. Existem muitos estudos que utilizam
0 MEV para avaliar a morfologia das fragfes do solo, argila, silte e areia (DUARTE et al., 2003;
PAIVA; MORALES e DIAZ, 2008; PRANDEL, 2015; PONTONI, 2016; GONCALVES et al.,
2017), por se tratar principalmente de uma técnica que estd associada a equipamentos de
EDXRF, e por isto, obter resultado morfoldgicos e quantitativos elementares de forma agil.

Para substancias humicas, a técnica de MEV-FEG ¢ utilizada principalmente no estudo
da morfologia de AH para compreensdo de reagdes fisico-quimicas que ocorrem entre esse
composto e demais materiais. Prado, Pertusatti e Nunes (2011), estudaram o efeito da variagao
de pH em AH, constatando que em meio &cido ocorre a agregacdo de pequenas particulas em
particulas amorfas e estendidas, sugerindo assim que existe uma interacdo supramolecular
através de interacGes fracas ndo especificas (London e Van der Walls), bem como interacdes

do tipo ligacdo de hidrogénio, que ddo suporte a esta estrutura mais rigida e enovelada.
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2 CARACTERIZACAO DAS FRACOES DE ACIDO HUMICO (AH) DE SOLOS
SOB A INFLUENCIA DE CALAGEM.

Resumo

A caracterizacdo da fracao acido humico (AH), extraidos de solos provenientes de um
experimento de avaliacdo do efeito da calagem, foi realizada neste estudo. As espectroscopias
utilizadas foram: fluorescéncia de raios X por dispersao de comprimento de onda (WDXRF);
infravermelho (1V); Raman; absorcéo de luz no ultravioleta e visivel (UV-Vis); e, fluorescéncia
no visivel. As técnicas auxiliares, termogravimetria (TG) e microscopia eletrénica de varredura
com canhdo eletrénico por efeito de campo (MEV-FEG), também foram utilizadas. Os
resultados das técnicas espectroscopicas apontam o AH extraido do solo com adicdo de calcario
na camada de profundidade (10 — 20 cm), como a fracdo mais humificada. A analise elementar
revelou que para 0os AHs extraidos de solos sem adicdo de calcario, a maior quantidade de C e
N encontra-se na amostra extraida da camada de profundidade (10-20 cm). Em contraste a isto,
para AHs extraidos de solos com adicdo de calcario, 0 maior percentual elementar esta nas
fracOes extraidas da camada de superficie. As micrografias ndo apontaram diferenciacao

morfoldgica para as amostras estudadas.

Palavras-Chaves: Acido Humico. Calagem. Humificagdo. Caracterizag&o.
2.1 INTRODUCAO

Acidos himico sdo estruturas moleculares, do grupo das substancias himicas que sdo
solveis em meio alcalino. Em sua estrutura quimica possuem diferentes grupos funcionais, 0s
quais possibilitam a esta substancia inimeras funcdes. No solo, é o principal constituinte da
matéria organica, que interagem com 0s metais e a argila, formando agregados que favorecem
a aeracao do solo e a diminuicdo da erosao, pois evitam o escoamento de agua. (STEVENSON,
1994). Recentemente, esta substancia tem chamado bastante atencdo por ser utilizada como
elemento precursor para a producdo de grafeno (XING et al., 2017). Devido a estas e muitas
outras  atribuicdes, esta fracdo quimica é amplamente estudada (MELO; MOTTA e
SANTANA, 2016).

Normalmente as pesquisas relacionadas a AHs concentram-se no isolamento,

avaliacdo da composicdo elementar e a busca pela caracterizacdo da estrutura molecular
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(CUNHA et al. 2007; SEGNINI, 2007; GIOVANELA, M. etal, 2010; SOUZA; BRAGANCA,
2017). Contudo, existem poucos estudos aprofundados sob os efeitos da calagem em &cidos
himicos. O que se encontra na literatura sdo trabalhos que avaliam os efeitos da calagem na
composicdo elementar do solo inteiro (KREUTZER, 1995), fragdes minerais (YUNUS;
WANATOWSKI e STACE, 2011) e das fragdes humicas particularmente &cido himico e acido
favico (MARSCHNER; WILCZYNSKI, 1991).

Diante disto, o principal objetivo deste trabalho é caracterizacdo por espectroscopias
(infravermelho, Raman, ultravioleta e visivel e fluorescéncia de raios X e no visivel) e técnicas
auxiliares, como termogravimetria e microscopia eletrénica, das fracbes de AHs extraidos de

amostras provenientes de um experimento de avaliacao dos efeitos da calagem no solo.
2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Amostragem

A amostra sdo provenientes de uma propriedade rural familiar, situada no municipio
de Irati, PR. Os solos s&o classificados como um CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico
(EMBRAPA, 2013) de textura argilo-siltosa (AULER, 2014). Solos desta regido sao compostos
basicamente por minerais primarios (muscovita, quartzo e feldspato) e secundarios (caulinita,
ilita, 6xidos de ferro e gibbsita) (MARTINS, 2010; AULER, 2014).

O sistema de manejo adotado € plantio direto, com rotacdo anual de culturas, onde um
experimento que visava avaliar a influéncia da calagem no solo foi instalado no ano de 2012,
Para isto, ouve aplicacdo de calcario na superficie, em quatro faixas com diferentes doses (0,
10, 15 e 20 t.hat), sendo que os solos utilizados para este estudo foram somente com aplicagio
nas doses de 0 e 20 t.ha de calagem.

Além destas, amostras foram retiradas de um solo recoberto por graminea, convertido
de mata a pastagem de grama missioneira gigante ha mais de 40 anos, nomeado neste trabalho
como solo de Referéncia. Segundo relato dos moradores, nunca foi realizado préaticas de
correcdo da acidez do solo ou de adubacdo. O método de pastejo empregado sempre foi
continuo com uma baixa taxa de lotacdo e a pastagem encontrava-se em estagio avangado de
degradacdo (AULER, 2014).

A coleta das amostras ocorreu manualmente, nos meses de dezembro de 2014 e janeiro
de 2015, apds 18 meses da aplicacdo da calagem, nas camadas de 0-10 cm e de 10-20 cm, ambas
descritas neste trabalho como superficie e profundidade respectivamente. Para cada camada foi

realizado quatro amostragens do solo na forma de estrutura deformada (AULER, 2014). Essas
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amostragens foram secas em estufa a 40 °C, destorroadas, moidas e peneiradas em malha de 2

mm para formar a fracdo terra fina seca ao ar (TFSA).
2.2.2  Fracionamento Quimico

O fracionamento quimico da matéria organica do solo foi realizado no laboratério do
grupo FASCA do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG),
utilizando a metodologia da Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS) e
adaptada por Swift (1996). Nesta metodologia a solubilidade em diferentes pHs das fracdes da
matéria organica (AH, AF e HU) € utilizada como pardmetro para separa-las.

Para este procedimento, inicialmente 100 g de TFSA de cada solo, foi misturada em 1
L de solugdo de HCI 0,1 mol.L?, com pH entre 1 e 2, agitadas com bastdo de vidro durante 1
hora. Logo ap6s as amostras permaneceram em repouso por 3 horas para que a fragdo de massa
mais elevada, AH e HU, decantassem e o primeiro extrato da fracao acido favico (AF1), dispersa
no sobrenadante, fosse removida (Figura 2.1(a)).

Figura 2.1- Procedimento de extracdo quimica das fracGes da matéria organica do solo: (a) extracdo da primeira
parcela da fracdo 4cido fuvico; (b) remocéo da fracdo humina por centrifugagdo; (c) extracdo da segunda parcela

de acido favico; (d) acido himico em membranas de dialise; (e) processo de dialise da fragdo acido himico; e ,
por fim () &cido himico liofilizado.

Fonte: A autora.
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Ao precipitado foi adicionado 1 L de NaOH 0,1 mol.L%, pH entre 12 e 13, para sua
neutralizacdo. A solucdo foi mantida em agitacdo manual durante 4 horas e em seguida deixada
em repouso por 20 horas para que o AF, e o AH fossem separados da fragdo HU e se
dissolvessem no sobrenadante. Restando assim como precipitado a fragdo HU. O sobrenadante
foi transferido para os tubos de ultracentrifuga e encaminhado a centrifugacéo por 10 min, a 25
°C e 10000 rpm, com o intuito de precipitar o restante da fracdo HU que poderia estar misturada
ao sobrenadante, (Figura 2.1(b)). Para auxiliar na remoc¢édo, sem contaminacao do precipitado
(HU), o sobrenadante foi removido dos tubos de centrifugagdo por sifonagéo.

Na solucdo renascente, composta das fracbes AF, e AH, foi adicionado 20 mL de HCI
6 mol.L, em constante agitacdo até chegar a pH entre 1 e 1,5. A solucdo permaneceu em
repouso por 12 a 16 horas, para precipitacdo da fracdo AH, que é insolivel em pH acido, (Figura
2.1(c)). O sobrenadante, contendo a fracdo AF», foi removido por sifonacéo, apos 0 processo
de centrifugacdo, e o precipitado foi redissolvido com a menor quantidade possivel da solucéo
de KOH 0,1 mol.L%. A amostra foi levada a mesa agitadora, onde permaneceu por 2 horas.

Logo apos o término da agitacdo, o processo de purificacdo do AH foi iniciado, com a
adicéo de KCI solido em quantidade suficiente para alcancar a concentragdo de 0,3 mol. L™ de
[K™]. Para este fim, é considerado a quantidade adicionada de KOH no processo anterior, sendo
que para cada 50 mL de KOH adicionados a amostra, 0,745 g de KCI séo adicionados.

Feito isto, as amostras foram encaminhadas a centrifugacdo por 10 minutos a 10000
rpm, para a remocao dos solidos suspensos. O sobrenadante foi acidificado com HCI 6 mol.L
1 até atingir pH 1, e deixado em repouso por 12 a 16 horas. A solugdo foi centrifugada, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado misturado a 100 mL da solucdo contendo HCI 0,1
mol.L't e HF 0,3 mol.L™? em recipiente de plastico. Esta solu¢io permaneceu em mesa
agitadora pelo periodo de 12 a 16 horas, sendo novamente centrifugada e o sobrenadante
descartado.

O processo de adigdo de HCI 0,1 mol.L™ e HF 0,3 mol.L* ao sobrenadante foi repetido
por mais duas vezes, para obtencdo de uma fracdo AH mais purificada. O precipitado, agora
fracdo AH, foi entdo transferido para membranas (Figura 2.1(d)) onde permaneceu por 10 dias
em dialise com &gua ultrapura, (Figura 2.1(e)). Por fim a fracdo AH foi congelada, liofilizada e
armazenadas (Figura 2.1(f)) até serem utilizadas nas analises de caracterizagdo.

As seis amostras de solos, descritas no topico anterior, foram fracionadas
quimicamente e somente a fragdo AH foi estuda neste trabalho. Consequentemente foram
obtidas seis amostras: AH extraido da camada de superficie do solo (0 - 10 cm) sem adi¢édo de

calcario (AHsc(s)); AH extraido da camada de profundidade do solo (10 — 20 cm) sem adigao
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de calcario (AHsce)); AH extraido da camada de superficie do solo com adi¢do de calcario
(AHcc(s)); AH extraido da camada de profundidade do solo com adigdo de calcério (AHccp));
AH extraido da camada de superficie do solo de referéncia (AHrefs)); €, por fim, AH extraido

da camada de profundidade do solo de referéncia (AHgefr)).
2.2.3 Teor de cinza

O teor de cinza corresponde a quantidade de material inorganico (cinza) associado a
fracdo de AH, revelando a eficiéncia do processo de purificacao realizado ao final da extracéo.
A quantificacdo de cinza, em amostras de AH, é importante pois esta pode interferir na
interpretacdo de analises elementares de amostras organicas.

O experimento foi realizado para as amostras de AHsc(s), AHsc), AHcc(s), AHccp),
AHref(s) € AHRefp), Onde foi obtido o teor de cinza pela diferenca entre a massa de AH seco,
submetido a calcinacdo em cadinho de alumina, e o residuo final obtido. Aproximadamente 30
mg de cada amostra foi submetida ao tratamento térmico de 700 °C por 2 horas, com
aguecimento de 10 em 10 °C. A determinacdo deste teor foi realizada em triplicada e o valor
final € a média entre os valores obtidos.

Antes da calcinacdo das amostras, os cadinhos de alumina foram submetidos ao

mesmo processo térmico, para evitar eventuais impurezas.
2.2.4 Caracterizacédo

2.2.4.1 Analise Elementar por Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo do Comprimento de
Onda

A analise elementar das amostras de AHs foi realizada por meio da técnica de
Fluorescéncia de raios X por dispersdo do comprimento de onda (WDXRF) no modo
quantitativo. As amostras foram preparadas em forma de pastilhas, com diametro de 13 mm, e
espessura de 1 a 2 mm, para isto foi necessario aproximadamente 500 mg de cada amostra. A
preparacdo das pastilhas foi realizada em prensa com pressédo de 60 kN durante 1 minuto, sem
a realizacdo de mistura com outros materiais. Isto possibilitou, o reaproveitamento da amostra
em outras avaliages.

Para uma precisdo adequada, esta analise requer calibracdo prévia, utilizando padrdes
que que se aproximem da composi¢do quimica e caracteristicas fisicas das amostras. A curva

de calibracéo, foi obtida com dois padrées de AH comercializados pela IHSS (IHSS, 2017),
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(1S103H e 1S104H) e Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) da marca LECO. Todos
esses padrbes possuem certificacdo elementar.

A curva de calibragdo foi elaborada seguindo uma metodologia imposta pelo
fabricante do equipamento utilizado. Inicialmente foi necessario informar ao software o tipo da
amostra (neste caso, po prensado sem mistura de ligante), o didmetro e massa. A selecdo
elementar foi realizada adicionando-se, além das concentracbes de C e N, mais trés
concentracOes elementares do Enxofre (S), Fosforo (P) e Oxigénio (O), com objetivo de que a
soma da porcentagem de massa se aproximasse de 95% do valor total da massa da amostra.
Este é um valor estipulado para que se obtenha maior precisdo na calibragdo. Como a atencéo
era voltada para o C e N, e estes sdo elementos leves, a linha principal que foi avaliada foi a
K-a. As condi¢bes da medida, como voltagem e corrente foram fixadas em 30 V e 133 mA
para todos os elementos, ja o cristal que melhor dispersa 0 comprimento de onda caracteristico
do elemento e o SLIT (que trata-se de um sistema de placas que funcionam como um colimador
dos raios X caracteristicos), foram modificadas para cada elemento e estdo apresentadas na
Tabela 2.1.

Tabela 2.1- Condi¢Bes de medida para obtencdo da calibragdo do equipamento de WDXRF, para analise
elementar.

Elemento Cristal Slit
C RX61 S-8
N RX40 S-8
S Ge S-4
P Ge S-4
0] RX40 S-4

Fonte: A autora.

Todas as medidas foram realizadas em atmosfera de vacuo, com diametro efetivo da
amostra de 10 mm, variacéo de 40 a 54° com um passo de 0,1° a cada 0,23 segundos.

Realizados os “scans”, o gréafico formado foi da intensidade da radiacdo pela posicao
do cristal, expresso por 26. O pico de méaxima intensidade e a radiacao de fundo foram definidos
para entdo seguir com a determinacao da precisdo analitica da medida. Nesta etapa é importante
adequar o tempo de maneira tal a se obter a melhor deteccdo em percentual de massa. Apos
todas estas adequac0es, as analises foram realizadas com todos os padres, o resultado foi a
medicdo da intensidade relacionada com o percentual de massa para cada elemento, com isto
foi possivel obter a calibragcdo. A Figura 2.2 mostra as retas de calibracdo para os dois
elementos, C e N, que desejava-se quantificar nas amostras de AH.

Para os dois elementos, o valor do fator de correcdo da reta de calibracdo foi 0,99,

obtendo o valor de acurécia de 1,12 para o elemento Carbono, e 0,69 para o Nitrogénio.
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Figura 2.2- Curvas de calibracdo para analise quantitativa por Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de
Comprimento de Onda, para (a) Carbono (C) e (b) para Nitrogénio (N).
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Fonte: A autora.

As analises foram realizadas no C-labmu/UEPG em uma equipamento da marca Rigaku
Modelo ZSX Primus Il. Para cada pastilha, foi realizado trés medidas quantitativas de C e N,

com as quais foi obtido um valor médio, em porcentagem de massa, e desvio padrdo dos valores.

2.2.4.2 Espectroscopia de Infravermelho

Para os espectros de Infravermelho, cerca de 1 a 2 mg das as amostras de AHscs),
AHsc), AHcc(s), AHccr), AHRef(s) € AHRefp), foram homogeneizadas com 100 mg de KBr seco,
utilizando almofariz e pistilo. Com estas misturas foram feitas pastilhas utilizando prensa com
pressdo de 80 kN por 5 minutos. Uma pastilha foi feita com o KBr puro para obtencdo do
branco.

Os espectros foram obtidos a partir de 64 varreduras, no intervalo de 400 a 4000 cm™,
com resolucio de 4 cm? utilizando o espectrofotdmetro da marca Shimadzu, modelo
IRPrestige-21 do C-Labmu/UEPG.

2.2.4.3 Espectroscopia Raman

Os experimentos para obtencédo dos espectros Raman, foram realizados a temperatura
ambiente, com um espectrometro da marca Bruker modelo Senterra, do C-labmu/UEPG. A

radiacéo utilizada foi de 532 nm, utilizando uma grade de linhas de 2400 linhas/mm e filtro de
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10 % referente a poténcia do laser. As amostras foram feitas em bulk, no intervalo de 50 - 4000

cm* e tempo de aquisicio de 40 s.
2.2.4.4 Espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-visivel (razdo E4/Es)

As amostras de AHs foram analisadas por espectroscopia de absorcdo na regido do
Ultravioleta e Visivel (UV-vis), utilizando o espectrdmetro da marca Varian modelo Cary 50,
C-labmu/UEPG. Os espectros foram obtidos na regido de 200 a 800 nm.

O procedimento experimental para esta analise foi baseado em alguns estudos na
literatura (CHEN et al, 1977; SENESI, 2003; SAAB, 2007 ). Cerca de 3 mg das amostras de
AH foram dissolvidas em 10 mL de solugdo NaHCO3 0,05 mol.L . As solugdes foram mantidas
em mesa agitadora por 24 horas, para garantir a melhor dissolugdo. Antes da realizacdo da
medida, a solucéo foi ajustada ao pH em torno de 8,3.

Com os valores das absorbancias nos comprimentos de onda de 465nm e 665 nm foi
possivel o calculo da razdo E4/Es. Todas as medidas foram realizadas em triplicata, com as

quais se obteve o valor médio e o desvio padrao.
2.2.4.5 Espectroscopia de fluorescéncia na regido do visivel

Os espectros de fluorescéncia foram realizados pelo modo de emissdo, utilizando uma
célula de quartzo e o espectrometro Varian Cary Eclipse Fluorescense Espectrophotometer, do
Laboratorio de Caracterizacdo Fisico-Quimica, do Departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Cerca de 3 mg das amostras de AHs, foram solubilizados em 150 mL de NaHCO3 0.05
mol L, esta concentragido foi determinada por Milori et al (2002) que ao variar a concentragao
linearmente, perceberam que acima de 20 mg L a intensidade da fluorescéncia decai. Esta
solucdo permaneceu 24 horas em mesa agitadora para melhor solubilizacdo. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata, por meio das quais se obteve o valor médio e o desvio padrao.

Minutos antes da medida, o pH das solugdes foi ajustado para ficar em torno de 8 a 9,
com solucdes de HCI e NaOH. Além disso, a solucdo passou pelo processo de filtragem (com
filtro de papel) para evitar precipitados na amostra.

Foram utilizados dois métodos para estimar o grau de humificacdo dos AHs. O
primeiro foi o método proposto por Zsolnay et al. (1999), por meio de espectros de
fluorescéncia, no modo de emisséo, com excitacdo em 240 nm e varredura de 350 a 650 nm. O

espectro total, foi dividido em 4 partes e o grau de humificacao foi calculado pela razdo entre a
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area A4, compreendida pela regido entre 570 a 641 nm, e a area A1, na regido entre 356 a 432
nm.

O segundo método foi o proposto por Milori et al. (2002), que consiste na utilizacéo
do comprimento de onda azul (465 nm) como fonte de excitacdo e o valor da area total sob o
espectro é proporcional ao grau de humificacdo e é chamado de indice Ases.

2.2.4.6 Analises Térmicas

As curvas de termodegradacdo das amostras de AHs foram obtidas em um analisador
termogravimétrico da marca TA instruments modelo STA-Q600, do Grupo de Fisica Aplicada
a Materiais da Universidade Estadual do Centro Oeste do Parana. Foram pesados cerca de 5 a
10 mg de cada amostra em cadinho de alumina e submetidos a um aquecimento controlado a
partir da temperatura ambiente até 800°C, com taxa de aquecimento de 10°C.mint sob
atmosfera de ar sintético, com um fluxo de 80 mL.mint.

O indice termogravimetrico (ITG) foi calculado pela razéo entre a perda de peso no
segundo evento (350 - 650°C) e a perda de peso no primeiro evento (150 - 350°C), conforme
procedimento descrito em Benites et al. (2005).

2.2.4.7 Microscopia Eletronica de Varredura com Canhao Eletronico por Efeito de Campo

Para a realizacdo da anélise morfoldgica, as amostras de AH extraidas do solo foram
homogeneizadas com auxilio de almofariz e pistilo e depositadas em suporte apropriado para
microscopia. Uma fita de carbono acoplada ao suporte foi utilizada para aumentar a fixacéo do
material. As amostras foram metalizadas utilizando um equipamento Shimadzu 1C-50 por 2
minutos a 2 mA e submetidas a microscopia eletronica de varredura com canhao eletrénico por
efeito de campo (MEV-FEG) da Tescan, modelo Vega 3, utilizando 15 kV, do C-Labmu/UEPG.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Fracionamento Quimico e Teor de Cinza

As seis amostras de solo foram submetidas ao fracionamento quimico para a obtencéo
das fracGes de AHs de cada solo (AHsc(s), AHscp), AHcc(s), AHccr), AHRefs) € AHRrefp)). DOS
100 g de solo submetido ao procedimento de extracdo, foram obtidos ao final de dois processos
de purificacao, entre 0,5 a 2,2 mg. A Tabela 2.2 apresenta os valores de teores de cinza dos
AHs, em porcentagem.
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Tabela 2.2- Percentual de cinza das amostras de AHs extraidas dos solos.

Amostra Teor de Cinza (%)
AHsc(s) 1,83 £ 0,07
AHscp) 3,704
AHccs) 43+0,1
AHccp) 3,55 + 0,07
AHRef(s) 3,56 + 0,03
AHRei(p) 44 +0,7

Fonte: A autora.

Os teores de cinza dos AHSs, apos duas purificacdes, situaram-se entre 1,8 a 4,4 %.
Segundo Segnini (2007) teores de cinza abaixo de 5 % indicam que a amostra esta praticamente
livre das fragdes minerais, eliminados nas purificagdes efetuada no fracionamento quimico.

Desta maneira, foi possivel a caracterizacdo dos AHs através das analises espectroscopicas.
2.3.2 Técnicas de caracterizacdo

2.3.2.1 Analise elementar por Fluorescéncia de Raios X por Dispersdao do Comprimento de
Onda

Uma das caracteristicas mais fundamentais de uma substancia quimica é a sua
composicdo elementar. Por isto, a determinacdo desta em compostos quimicos é o primeiro
passo para iniciar estudos mais avancados (RICE; MACCARTHY, 1991). Segundo Santos
(2013), instrumentos de fluorescéncia de raios X sdo capazes de produzir analises quantitativas
de materiais complexos com precisdo que iguala ou excede aquela dos métodos classicos ou
outros métodos instrumentais.

Os valores em percentual de massa de C e N, obtidos por WDXRF, séo apresentados
na Tabela 2.3.

Tabela 2.3- Percentual de massa de Carbono (C) e Nitrogénio (N) das amostras de acidos hlimicos extraidos de
solos.

C N
Amostra T 9% de Massag-------------
AHSC(S) 47 + 2 3,23 £ 0,07
AHsce) 51+2 3,70 £ 0,07
AHCC(S) 54 +2 3,72+ 0,05
AHccp) 50 + 2 34+01
AHRei(s) 49 +2 35201
AHref) 49+2 3,77+ 0,09

Foto: A autora.

O contetdo de C para os AHs extraidos do solo, apresentaram valores entre 47 a 54 %

(AHcces) e AHsc(s), respectivamente). Ja para o N, os valores permanecem entre 3,2 a 3,8 %
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(AHccs) @ AHRerr), respectivamente). Canellas et al (2005), aponta por meio de uma reviséo
bibliografica que em média, o conteudo de C e N nos acidos humicos é de 55,1% e 3,5%,
respectivamente. Logo, os valores medidos por WDXRF para as amostras de AH extraidas de
solos estdo em comum acordo com a literatura.

Com a comparacdo de valores (Tabela 2.3), é possivel constatar que a aplicagdo de
calcario fez aumentar os niveis de carbono humificado, principalmente na superficie. A amostra
de referéncia ndo possui diferenca significativa na quantidade de C em superficie e
profundidade. Contudo, na quantificacdo de N, a diferenca entre superficie e profundidade fica
evidente, sendo que o maior percentual é apresentado na amostra de AHref(p).

Com relacdo aos AHs extraidos dos solos sem adicdo de calcario, € possivel verificar
gue a maior quantidade para os dois percentuais elementares, é procedente da camada de
profundidade (10 — 20 cm). Em contraste a isto, os AHs extraidos do solo com adi¢do de
calcario, tiveram maiores percentuais elementares na camada de superficie (0 — 10 cm).

Com a aplicacdo de calagem, como consequéncia o aumento do pH do solo, acontece
uma forte estimulacdo da atividade microbiana na camada de superficie do solo
(MARSCHNER, e WILCZYNSKI, 1991). Isto pode ter levado ao aumento na producdo de
matéria organica humificada na superficie, ocasionando assim uma maior quantidade de Ce N

depositada nesta camada.
2.3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram realizados com o intuito de obter
informacdes a respeito da composicao dos grupos funcionais presentes nos AHs.

Por meio de uma andlise geral dos espectros de IV das amostras de acido hdmico
(Figura 2.3), é possivel observar algumas bandas caracteristicas. A interpretacdo desses
resultados consistiu basicamente na identificagéo de alguns grupos funcionais de absor¢do no
infravermelho, caracterizados e identificados de acordo com a literatura (SILVERSTEIN,
BASSLER e MORRIL, 1994, ABREU et al., 2009; STEVENSON, 1994; CANELLAS e
RUMJANEK, 2005; BARBOSA, 2008).

Os espectros de infravermelho no modo absorbancia, dos AHs extraidos das amostras

de solos estudados, estdo apresentados na Figura 2.3.
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Figura 2.3- Espectros de Infravermelho dos acidos himicos extraidos dos solos: sem aplicacdo de calcério
(camada de superficie AHscis) e camada de profundidade AHscp)); com aplicacdo de calcério (camada de
superficie AHcc(s) e camada de profundidade AHcc)); e, referéncia (camada de superficie AHgefs) € camada de
profundidade AHgef)).
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Fonte: A autora.

Os principais grupos funcionais de absorcdo no infravermelho encontrados nos
espectros das amostras de acido hiimico s&o: uma banda larga em 3350 cm™ corresponde a uma
sobreposicéo de bandas referentes ao estiramento OH (Alcoois e fendis associados por ligagéo
de hidrogénio), estiramento NH (aminas primarias e secundarias e/ou amidas) e 4gua, presente
como impureza; os picos em 2920 e 2850 cm™ s&o referentes ao estiramento assimétrico e
simétrico, respectivamente, de CH alifaticos; o pico em 2360 cm™ esta presente em quase todas
as amostras (exceto na amostra de AHsc(s)) é referente ao CO2 do ambiente e ndo é proveniente
da amostra; o pico na regido de 1720 cm™ é atribuido ao estiramento de cetonas (C=0) e de

acidos carboxilicos (COOH); acompanhado deste, tem-se em 1640 cm™ o pico mais
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proeminente do espectro, este pode ser associado ao estiramento C=0, deformac¢des N-H das
amidas primarias, estiramento C=C dos anéis aromatico e estiramento assimétrico dos ions
carboxilatos (COO-), que é resultado da desprotonacdo de grupos carboxilicos; A banda em
1240 cm™ ¢ atribuida ao estiramento simétrico de C-O e deformagdo OH dos COOH; Logo ao
lado é possivel observar em 1040 cm™ um pico devido ao estiramento C-O de estruturas
polissacarideas e/ou estiramento Si-O de impurezas do tipo silicato.

Os espectros de IV deste estudo, sdo semelhantes aos encontrados na literatura na
caracterizagdo de acidos humicos extraidos de solos (DOBBSS, 2009; THIAGO, 2016;
BENITES, 2005; CUNHA, 2016; HANKE, 2017)

Por meio da avaliacdo dos espectros (Figura 2.3), ndo é possivel evidenciar nenhuma
diferenca, seja no deslocamento ou na intensidade das bandas dos acidos himicos retirados dos
diferentes solos. Assim, ndo é possivel diferenciar, somente com espectroscopia no

infravermelho, as amostras de AH de solos expostos a calcario.

2.3.2.3 Espectroscopia Raman

A Figura 2.4 apresenta os espectros Raman, na regido de 100 a 4000 cm™, das seis
amostras de AH extraidas de solos. Em quase todos 0s espectros foi possivel evidenciar quatro
bandas (~1250, ~ 1360, ~ 1600 e ~2700 cm ) de grupos funcionais contidos na estrutura
molecular de AHs. Estas sdo caracteristicas de espectroscopia Raman de AHs (DURAIA, 2015;
CARLETTI, 2010).

A pequena banda, ou até mesmo podendo ser considera um ombro em alguns
espectros, na da regido de 1220 a 1260 cm™, tipica de ligagGes do tipo C-C, C-O, C-N, C-H e
N-H de grupos alifaticos da molécula, aparece muito fraca em todos os espectros dos AHs
analisados (ALVAREZ-PUEBLA, GARRIDO e AROCA, 2004).

Em ~1490 cm™ os espectros das amostras AHccp) &€ AHrer s) apresentam uma banda
referente & presenca anéis benzénicos poliméricos (FRANCIOSO, 2002; ALVAREZ-
PUEBLA, GARRIDO e AROCA, 2004).

As duas bandas bastante intensas em todos os espectros, na regido de ~1360 cm ™ (até
mesmo a banda em 1300 cm™ para 0 AHcc(s)) e 1580 cm™, sdo atribuidas a porgdes aromaticas
policondensadas. A ocorréncia destas, pode ser devido a deformacBes no plano de anéis
aromaticos, deformacdo de fenois altamente distribuidos, anéis benzénicos altamente
poliméricos e/ou vibragdes de estiramento de anéis aromaticos. Essas bandas sdo definidas na
literatura como banda D e banda G, respectivamente, e sdo utilizadas para medir o grau de
cristalinidade ou amorfizagio de materiais carbonosos (FERRARI e ROBERTSON, 2000).
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Figura 2.4- Espectros Raman (entre 100 a 4000 cm™) dos acidos hiimicos extraidos dos solos: sem aplicacéo de
calcério (camada de superficie AHsc(s) e camada de profundidade AHscp)); com aplicagdo de calcario (camada de
superficie AHcc(s) e camada de profundidade AHcc)); e, referéncia (camada de superficie AHgefs) € camada de
profundidade AHRrefr))
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Fonte: A autora.

Segundo Lobo et al. (2005) e Soares (2011), a banda G ¢ atribuida a todos os sitios sp?
e a banda D é devido ao modo de respiragdo dos atomos sp? em anéis aromaticos, a medida com
que a banda D aumenta em relacdo a banda G, indica, para carbonos amorfos, que esta

ocorrendo menor amorfizagdo, ou maior ordenamento.
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Os espectros apresentados na Figura 2.4, mostram que nas amostras de AHscs),
AHscr), AHccs), AHRefp) @ banda D possui intensidade levemente menor do que a banda G,
indicando que essas amostras apresentam natureza de carbonos estruturalmente mais
desordenados ou mais amorfos. Na amostra AHress) @ banda D esté relativamente mais intensa
que a banda G indicando maior grau de ordenamento da estrutura molecular.

Para nuimeros de ondas maiores, é possivel verificar um ombro de fluorescéncia
centralizado em ~2700 cm™, exceto para a amostra de AHsc), referente ao estiramento de
aminas ligadas e/ou estiramento de grupos C-H (ALVAREZ-PUEBLA, GARRIDO e AROCA,
2004). Este ombro alargado também é observado nas trés primeiras bandas caracterizadas dos
espectros de 1V, (Figura 2.4), o que confirma a complementariedade das duas técnicas.

A fluorescéncia inerente nos espectros de AHs (Figura 2.4), foi o que impediu a
caracterizacdo de mais atributos moleculares. Ela é ocasionada pela mistura heterogénea de
elementos quimicos da composi¢do do AH, que sdo facilmente excitados a comprimento de
ondas no visivel.

A excitacdo em comprimentos de onda no infravermelho, pode diminuir o efeito de
fluorescéncia ressonante destas amostras, pois neste comprimento de onda as transicoes
eletronicas sdo mais dificeis de acontecer (MARTIN-NETO et al., 2009). Contudo, mesmo
trabalhando com comprimento de onda maior para excitacdo, os sinais de Raman também s&o
encobertos por uma radiacdo térmica de fundo, devido a cor escura das amostras (YANG e
WANG, 1997).

2.3.2.4 Espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-visivel (razdo E4/Es)

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Visivel dos AHs sdo mostrados na Figura
2.5. Estes apresentam uma sobreposicdo de bandas e um comportamento logaritmico

decrescente, a medida em que aumenta o comprimento de onda, diminui a absorbancia.
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Figura 2.5- Espectros de absorbancia no UV-Visivel dos AHs extraidos dos solos sem adicdo de calcario (AHsc),
com adicdo de calcario (AHcc) e solo de referéncia (AHger). Todas as amostras de solo em superficie (S) e
profundidade (P).
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Fonte: A autora.

Ainda no gréfico da Figura 2.5, estd em destaque a absor¢do de luz nos comprimentos
de onda associados a presenca de grupos menos condensados (465 nm) e a policondensagdo de
carbonos aromaticos (665 nm) (SAAB e MARTIN-NETO, 2007). Diante dos valores destas
intensidades foi possivel o calculo da razdo E4/Es dos AHs extraidos das amostras de solos,

estes valores estdo expostos na Tabela 2.3.

Tabela 2.4-: indices de humificacio, obtidos por espectroscopia de absor¢do UV-vis e calculados pela razio E4/Es,
das amostras de AH extraidas dos solos sem adigao de calcario (AHscs)e AHsc)), com adigdo de calcario (AHcc(s)
e (AHccp) € solo de referéncia (AHRref(s) € AHRef)).

Amostra E4/Es
AHscs) 52%0,1
AHscp) 5,08 + 0,03
AHccs) 5,50+ 0,01
AHccp) 4,88 + 0,02
AHRef(s) 5,22 + 0,03
AHRet(p) 5,01 +£0,01

Fonte: A autora.

A razdo E4/Es é utilizada para indicar uma relagdo inversa com a humificagdo de
substancias humicas e condensacao de estruturas aromaticas, para os AHs este valor deve variar
em torno de 5 (MCDONALDS et all, 2004; SENESI, N, D’ORAZIO, V e RICCA, G., 2003 ).
Em vista disto, os valores apresentados na Tabela 2.4 estdo de acordo com os valores propostos

pela literatura, sugerindo assim um grau relativamente pequeno de condensacao aromatica.
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Comparando os valores encontrados com a analise elementar de C humificado (Tabela
2.3), é possivel constatar que a maior quantidade desses carbonos na amostra AHcc(s) encontra-
-se estruturado de forma alifatica.

Também é possivel verificar, por meio da Tabela 2.4, que os indices E4/Eg apresentam
0 mesmo comportamento em todos os pares de AHSs, considerando superficie e profundidade.
Todos os AHs da superficie apresentam um valor mais elevado da razdo E4/Es com relacdo as
amostras da profundidade, ou seja, o grau de humificacdo aumenta com a profundidade.
Considerando os valores da razdo E4/Ee, as amostras que apresentaram menor € maior grau de
humificacdo foram AHcc(s)e AHccp), respectivamente.

Segundo Marschner e Wilczynski (1991), o aumento do pH no solo, devido a corre¢do
com calagem, geralmente € acompanhado por uma estimulacao da atividade bioldgica, que pode
levar a evolugéo do processo de humificacdo. Isto pode explicar o maior grau de humificacéo,
evidenciado pela razdo E4/Es, para a amostra de AHccp), que jad passou pelo processo
microbiano acelerado, e sua estrutura molecular evoluiu para condensacdo dos carbonos

organicos em cadeias densas e fechadas.
2.3.2.5 Espectroscopia de fluorescéncia na regido do visivel

A Figura 2.6 mostra os espectros de fluorescéncia no modo emissio dos AHs. E
possivel verificar que estes sdo semelhantes aos espectros de fluorescéncia por emissao de AHs
apresentados na literatura (ZSOLNAY et al., (1999); MILORI et al., (2002); CUNHA, et al.
(2009); TADINI et al., 2018, no prelo).

Figura 2.6-Espectros de fluorescéncia, no modo emissdo, com Aex em 240 nm (a) € Aex €M 465 nm (b), dos &cidos
humicos extraidos dos solos: sem aplicacéo de calcério (camada de superficie AHsc(s) e camada de profundidade
AHscp)); com aplicagdo de calcario (camada de superficie AHccs) e camada de profundidade AHccp); e,
referéncia (camada de superficie AHgess) € camada de profundidade AHgesp)).
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Fonte: A autora.
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O estudo dos AHs, baseado em espectroscopia de fluorescéncia, além de apresentar
uma facilidade e simplicidade funcional no preparo das amostras, possibilita o entendimento de
varios parametros associados a sua estrutura quimica (SENESI et al., 1999). Para este estudo,
0s espectros dos AHs extraidos dos solos (Figura 2.6), apresentaram em cada grupo de Aex
mesmo aspecto, pois todos os solos sdo da mesma origem. A diferenca encontrada foi somente
guanto a intensidade de fluorescéncia. Para ambos 0s casos, 0s AHs extraidos do solo em
superficie foram menos intensos, e os extraidos da profundidade tiveram intensidade maior,
sendo que, a amostra de AHgefp) fOi @ que apresentou maior intensidade nos dois casos,
seguidos das amostras AHcc) € AHscp), respectivamente.

A intensidade do espectro de fluorescéncia esta associada aos grupos fluoroforos.
Segundo Miano e Senesi (1992) "os fluoroforos mais eficientes em polimeros himicos sdo
indicados como sendo varios aneis aromaticos condensados, e / ou altamente insaturados de
cadeias alifaticas”. Diante disto, 0 comportamento dos espectros de AHs extraidos de solos em
profundidade pode estar associado a presenca de mais grupos fluoréfos, e consequentemente
um maior grau de humificacdo, como ja havia sido evidenciado por meio da razao E4/Ee (Tabela
2.3).

Os espectros de emissao com Aex em 240 nm (Figura 2.6(a)) exibem suas bandas
centradas em torno de 500 nm, similar ao grupo de Aex em 465 nm (Figura 2.6(b)) que
apresentam-se em torno de 510 nm. O conjunto de espectros com Aex em 465 nm (Figura 2.6(b))
apresentou a relacao sinal ruido qualitativamente melhor do que o conjunto de espectros com
Xex €m 240 nm (Figura 2.6(a)). Isto por que, a utilizagdo de Aex em 240 nm é capaz de excitar
Varias estruturas, aromaticas e alifaticas, enquanto que Aex em 465 nm restringe esta excitagdo
apenas a estruturas aromaticas, deixando a relacdo sinal ruido melhor (MILORI et al., 2002).

O principal objetivo da realizacdo da espectroscopia de fluorescéncia foi calcular o
grau de humificacdo dos AHs extraidas das amostras de solo. Os célculos basearam-se nas
metodologias propostas por Zsolnay et al. (1999) (As/A1) e Milori et al. (2002) (Aases) € estdo
expostos, juntamente com o desvio padrdo, em forma de um diagrama comparativo na Figura
2.7.
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Figura 2.7- Diagrama representativo dos indices de humificacdo para os AHs extraidos dos solos sem e com
adicdo de calcario e referéncia, obtidos pelos métodos de Zsolnay et al. (1999) (A4/A1) (2) e Milori et al. (2002)
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Fonte: A Autora.

Os indices As/Ai, variam de 0,51 a 0,86, referentes aos AHccis) € AHrerp)
respectivamente. Ja para o indice Ases, 0s valores variam de 1587,60 a 4326,30 referentes aos
AHsc(s) € AHRrefp) respectivamente. Estes valores demonstram novamente o que foi avaliado
nas intensidades dos espectros. Todavia, ao direcionar a avaliagdo somente aos AH extraidos
dos solos com e sem adicdo de calcario, é possivel verificar que para o indice As/Aq, as fracdes
menos e mais humificada séo, respectivamente, 0 AHccs) (com valor de 0,51) e AHccr) (com
valor de 0,76). Estes valores estdo corroborando com os valores dos indices E4/Es (Tabela 2.4)
que também demonstraram ser estas as fragdes menos e mais humificada, indicando uma
influéncia do calcario no processo de humificacéo.

Continuando esta avaliacdo, agora para o indice Ases, 0s valores para as fragdes menos
e mais humificada sdo, respectivamente, 0 AHscs) (com valor de 1587,60) e AHccr) (com valor
de 3458,60), novamente indicando que a adi¢do de calcario pode ter influenciado no aumento
da humificacéo.

Os indices de humificacdo da referéncia sdo maiores devido a mudanca de aporte de
matéria organica, que neste caso deve ser oriundo de dejetos animais, pois segundo Auler
(2014) sobre este solo ocorre lotagcdo de animais. Diferente dos solos sem e com adi¢do de
calcério que o sistema de manejo adotado é o plantio direto e, com isto, 0 aporte de matéria

organica é oriundo da decomposicao vegetal.
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Para os resultados dos dois métodos, Milori e Zsolnay, sdo observados a mesma
tendéncia com relacdo ao grau de humificacdo: AH extraidos da profundidade (10-20 cm)
possuem maior grau de humificacdo. De maneira que, também para os dois métodos, 0 AH
extraido do solo com adicdo de calcario em profundidade mostrou-se com um indice de
humificacdo maior. Tanto que, quando calculado por Ases, apresentou valores que caracterizam
um alto teor de condensacdo de estruturas aromaticas, o que demonstra uma aceleracdo do
processo de humificacdo quando comparado com AH encontrado em profundidade de solo sem
a adicdo de calcério. Ainda neste mesmo contexto, os AH extraido do solo com adi¢do de
calcério em superficie, apresenta-se com menor indice de humificacdo, em relagdo ao AH de
solo sem adicdo de calcério. Isto sugere novamente que a calagem provoca algum efeito, tanto
na disponibilidade de matéria organica pouco humificada em superficie, quanto na aceleracao
do processo de humificagéo.

Os valores encontrados para os dois indices estdo em concordancia com os valores da
literatura (MILORI et al., 2002; CUNHA et al., 2009; SIGNOR et al., 2016; FUENTES, 2016).

2.3.2.6 Anélises Térmicas

As curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas, dos AHs extraidos dos
solos em estudo estédo apresentadas nas Figura 2.8. Os termogramas de todos os AH apresentam
trés fases de termodegradacéo, sendo a primeira de 20 a 150 °C, a segunda de 150 a 350°C e a
terceira e, mais proeminente, em 350 a 600°C. A visualizacdo dessas fases foi facilitada com
auxilio da curva da primeira derivada dos termogramas (DTG). Para muitos autores, a principal
reacdo caracteristica da primeira fase de termodegradacdo (20 a 150 °C) é a desidratacéo, 0s
valores de perda para esta fase, estdo indicados na Tabela 2.4 como umidade. A segunda fase
(150 a 350°C) é atribuida a eliminacéo de estruturas alifaticas, grupos funcionais e peptidicos.
Por fim, em temperaturas superiores (350 a 600°C) ocorre a termodegradacdo de estruturas
arométicas (SHURYGINA et al., 1971; BENITES et al., 2005; CUNHA et al. 2007
GIOVANELA, 2010; PURMALIS, PORSNOVS e KLAVINS, 2011 ; SANTOS et al., 2018).
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Figura 2.8- Curvas de TG e DTG das amostras de &cido hiimico extraidas do solo sem aplicacdo de calcario na
camada de superficie (a) e profundidade (b); Acido hiimico extraido do solo com aplicagio de calcario na camada
de superficie (c) e profundidade (d); Acido himico extraido do solo de referéncia na camada de superficie (e) e
profundidade (). O zoom da regido pontilhada, nos gréaficos (b), (d) e (f) mostra as duas etapas de perda de massa

no terceiro evento térmico.
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Os gréaficos representados por (b), (d) e (f) na Figura 2.8, s@o referentes as amostras de

AHs extraidos da camada de profundidade dos solos. Estes mostram perda de massa no terceiro
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evento dividida em duas etapas. Possivelmente é devido a presenca de dois grupos de
distribuicdo de estruturas aromaticas, um mais disperso, em temperaturas menores, outro mais
policondensado, em temperaturas maiores.

A perda de massa no terceiro evento, foi em média de 61 % e a para o segundo evento
foi de 21 %, resultando em uma relagdo média de 2.9. Esta relac&o foi denominada por Benites
et al. (2005), por indice termogravimétrico (ITG), que representa a resisténcia da amostra a
termodegradacdo. A Tabela 2.5 apresenta as perdas de massa para cada evento, bem como o0s
valores de ITG para cada AH.

Tabela 2.5- Resultado da Analise termogravimétrica de 4cidos himicos extraidos de solos: sem adi¢do de calcério

na camada de superficie (AHsc(s)) e profundidade (AHsce)); com adicdo de calcario na camada da superficie
(AHcc(s)) e profundidade (AHccr)); €, solos de referéncia na superficie (AHref(s)) € profundidade (AHgesp)).

A Teor de Cinza Umidade Perda de Massa (%) ITG
mostra
----------------- e — 150 -350 °C 350-600°C

AHsc(s) 0,39 2,24 35,74 53,68 1,50
AHscp) 1,60 3,30 24,12 49,46 2,05
AHccs) 1,83 2,17 24,64 50,99 2,07
AHccp) 3,92 3,15 20,17 66,14 3,28
AHRref(s) 3,39 3,80 20,62 62,75 3,04
AHRet(p) 5,05 3,67 20,31 62,17 3,06

Fonte: A autora.

Os valores de ITG sugerem uma forte resisténcia a decomposicao quimica dos AHs
extraidos das camadas de profundidade, confirmando os dados obtidos pela razdo E4/E¢ (Tabela
2.4) e os indices de humificacdo obtidos pela técnica de fluorescéncia na regido do visivel
(Figura 2.7) que haviam constatado um maior grau de aromaticidade na molécula dos AHs
extraidos na camada de profundidade.

O residuo ap0s a estabilizacdo da curva termogravimétrica, designado aqui por teor de
cinza, apresentou valores entre 0.39 a 5.05 %, para AHscs) @ AHrefp) respectivamente,
revelando boa eficiéncia no processo de purificacdo das amostras. Quando comparado com 0s
valores obtidos por calcinacdo em mufla (Tabela 2.2), os resultados ndo foram iguais, pois as
metodologias para obtencdo dos mesmos foram diferentes. Todavia, € possivel verificar uma
coeréncia nos valores, principalmente no reconhecimento das amostras que apresentaram o
menor e maior teor de cinza, que para ambas as metodologias foram as mesmas.

As curvas de DTA, mostradas na Figura 2.9, apresentam na faixa de 20 a 200 °C, um
ombro endotérmico de desidratacdo. No intervalo de 250 a 350 °C existe de um ombro
exotérmico largo que diz respeito a perda de calor no processo de termodegradacéo de estruturas
alifaticas (MESSIAS, 2004; PURMALIS, PORSNOVS e KLAVINS 2011). A amostra que

apresentou este ombro exotérmico mais ressaltado foi 0o AHccs), corroborando com
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identificacdo via razdo E4/Es (Tabela 2.4) e razdo A4/A: (Figura 2.7), como sendo a amostra
que apresentou menor grau de humificagcdo, por consequéncia maior quantidade de estruturas
alifaticas em sua composi¢do. Em contraste, esta mesma curva mostrou um leve deslocamento
para temperaturas maiores, no pico exotérmico referente as estruturas aromaticas. Segundo
Cunha (2007) isto demonstra maior resisténcia térmica, que pode estar associada a presenca de
grupos aromaticos mais policondensados.

Figura 2.9- Curvas de DTA de &cidos himicos extraidos de solos sem adi¢éo de calcario na camada de superficie

(AHscs)) e profundidade (AHsc)), com adigdo de calcario na camada da superficie (AHcc(s)) e profundidade
(AHccr) e solos de referéncia na superficie (AHgefs)) € profundidade (AHgefr)).
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Fonte: A autora.

A maioria dos AHSs, apresentam picos exotérmicos agudos. O que, segundo Voguel
(2013), corresponde a reagdes quimicas de natureza oxidativa, sendo para esta faixa de
temperatura (350 a 600°C), perda de calor no processo de queima de estruturas aromaticas.
Estes picos exotérmicos agudos estdo proximos aos pontos de maxima perda de massa
verificadas por DTG, o que confirma gque as perdas maximas ocorrem por reagcdes exotérmicas.

Efeitos endotérmicos e exotérmicos também foram observados por Purmalis, Porsnovs
e Klavins (2011), ao analisar o carater de decomposicao térmica, dos acidos himicos extraidos

de diferentes turfas.
2.3.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura com Canhao Eletronico por Efeito de Campo

As caracteristicas morfoldgicas dos materiais sdo ferramentas Uteis para o0
entendimento das reacdes fisico-quimicas que os cercam. As micrografias dos AHs extraidos

dos solos estdo apresentadas nas Figuras 2.10, 2.11 e 2.12.
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Por meio das micrografias que mostram uma visdo geral (Figura 2.10), é possivel
verificar que ndo houve mudanca significativa na morfologia dos AHs com relagédo a diferenca
de amostragem. Todas as amostras sdo formadas de aglomerados em microporcGes
compactadas, com formas e tamanhos variados.

Figura 2.10- Micrografias, com baixo nivel de ampliacdo, em escala varindo de 20 a 100 um, das amostras de
AHscs) (), AHsce) (b), AHccs) (€), AHccr) (d), AHRefs) (), AHRerr) ().

() a 4 )

A e
SEM HV: 15.0 kV ‘WD: 8.88 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 150 kV
SEM MAG: 600 x Det: SE 100 ym SEM MAG: 2.00 kx
View fieid: 346 pm  Date(midy): 11317 Pertormance in

SEM HV: 15.0 KV WD: 14.86 mm I MIRAS TESCANJl  SEM HV: 15.0kV WD: 14.99 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 ym SEM MAG: 1.00 kx Det: SE
View field: 208 pm _ Date(midly): 11114117 Performance in nanospace View fleld: 207 ym _ Date(midly): 11/1417

SEMHV: 150KV WD: 1485mm SEMHV: 150KV | WD: 1493 mm ! MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.00 kx Dot: SE 50 pm SEM MAG: 1.00 kx Oat: SE 50pm
View fleid: 208 pm _ Date(midly): 11/14/17 nce in nan View flld: 207 ym _ Date(midly): 141417 Performance in nanospace

Fonte: A autora.
A morfologia de AHs descrita na literatura sdo geralmente dependentes do pH e das
condicdes de preparacdo do mesmo (GIOVANELLA et al., 2010). Segundo Negre et al. (2004)

0 processo de agregacdo, que leva a formacao de microagregados, ocorre durante o processo de
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liofilizagdo, quando a eliminacdo de agua aumenta a interacdo entre as macromoléculas
himicas.

Em um aspecto geral, a morfologia dos AHs estudados, é compativel com alguns
estudos que utilizaram as mesmas condicbes de extragdo e secagem (NEGRE et al., 2004;
GARCIA, 2016; GIOVANELLA et al., 2010; PRADO; PERTUSATTI e NUNES, 2011).

A Figura 2.11 apresenta as micrografias, com uma resolucdo de 1 a 10 um, que
evidenciam a morfologia dos microagregados dos AHs extraidos dos solos. Estes exibem

estruturas compactadas com camadas em aspecto de finas folhas.



Figura 2.11- Micrografias, em escala de 1 a 10 um,

(d), AHRref(s) (&) € AHReiip) ().
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Fonte: A autora.

Performance in nanospace
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das amostras de AHsc(s) (a), AHsc(p) (b), AHcc(s) (C), AHcc(p)

SEM HV: 150 kV. WD: 5.00 mm
SEM MAG: 50.0 kx Det: SE
View field: 4.15 ym  Date(m/dly): 111317

SEM HV: 15.0 kV WD: 15.00 mm
SEM MAG: 20.0 kx Det: SE
View field: 10.4 ym  Date(midiy): 11/14117

1l
2pm
Performan:

SEM HV: 15.0 kV WD: 1491 mm
SEM MAG: 15.0 kx Det: SE
View floid: 13.8 ym _ Date(m/dly): 111417

Ll

2pm

Estas folhas ficam mais evidentes na Figura 2.12, revelando muitas estruturas com

aspectos de esponjas, agregadas as interfaces dessas folhas.
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Figura 2.12- Micrografias, na ordem de 200 nm, de AHsc(s) (), AHsc) (0), AHccs) (€), AHcer) (d), AHRers) (€)
e AH Ref(P) (f)

SEM HV: 15.0 KV WD: 5.01 mm 1 MIRAS TESCANS  SEM HV: 150 kV WD: 5.00mm I L MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 135 kx Det: SE 200 nm SEM MAG: 180 kx Det: SE 200 nm

View field: 1.54 ym | Date(midy): 111317 View field: 1.15 ym _ Date(midly): 11317 Performance in nanospace

SEM HV: 15.0kV. WD: 4.99 mm MIRAI TESCANfl  SEM HV: 15.0 kv WD: 8.98 mm
SEM MAG: 150 kx Det: SE SEM MAG: 150 kx Det: SE
View fleld: 1.3 pm _ Date(midly): 11/14/17 View field: 1.38 ym | Date{midly): 11114117

SEM HV: 15.0 kV WD: 8.98 mm | MiRA3 TESCAN  SEM HV: 15,0 kv wo:895mm |, MIRA3 TESCAN|
SEM MAG: 140 kx Det: SE 200 nm SEM MAG: 150 kx Det: SE 200 nm

View field: 1.48 ym _Date(midly): 1111417 Performance in nanospace View field: 1.38 ym _Date{m/dly): 11/14/17 Performance in nanospace

Fonte: A autora.

Xing et al. (2017), propuseram em seu trabalho uma metodologia de sintese de 6xido
de grafeno a partir de acido himico. Por MEV, foi possivel avaliar a morfologia deste material,
que apresentou uma estrutura em forma de finas folhas. Além disso, eles também identificaram
que as folhas de grafeno tém uma estrutura enrugada, semelhante ao observado nas micrografias
expostas nas Figuras 2.11 e 2.12.

O mapeamento de Fluorescéncia de Raio X por Dispersdo de Energia (EDS) das
amostras de AHs extraidos de solos, mostrado na Tabela 2.6, indica a composicao quantitativa

de alguns elementos contidos na amostra.
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Tabela 2.6- Quantificacdo Elementar por EDS das amostras acidos himicos extraidos de solos: sem adicdo de
calcério na camada de superficie (AHscs)) e profundidade (AHsce)); com adicdo de calcario na camada da
superficie (AHcc(s)) e profundidade (AHccp)); e, solos de referéncia na superficie (AHgers) € profundidade
(AHRef(p)).

0,
Amostra Elementos (%)

C N
AHscs) 59,8 3,3
AHscp) 71,2 4.0
AHccs) 74,1 0,8
AHccp) 60,3 2,7
AHRef(s) 63,3 2,9
AHRet(p) 66,7 3,4

Fonte: A autora.

A quantificacdo de C e N, ndo apresentaram valores iguais aos encontrados pela analise
de composicdo elementar realizada por WDXRF (Tabela 2.3), pois aqui, a analise é mais
susceptivel a erro devido a ndo utilizacdo de calibracdo especifica para este material e também,
pois as analises foram feitas em uma regido especifica. Contudo, as indica¢cdes das amostras
que apresentaram menor e maior quantidade de C para esta analise (AHccis) € AHscs),

respectivamente), corroboraram com os resultados de WDXRF (Tabela 2.3).

2.4 CONCLUSOES

A andlise elementar revelou que para 0s AHsc, a maior quantidade de C e N é
proveniente da profundidade. Em contraste a isto, para AHcc 0 maior percentual elementar esta
nas fracdes extraidas da superficie. Isto pode estar relacionado a forte estimulacdo da atividade
microbiana, devido ao aumento de pH.

A maioria das técnicas utilizadas neste trabalho, oferecem valores de indices, que
relacionam intensidades referentes a estruturas alifaticas, ou de facil termodegradagdo, com
estruturas mais complexas, por exemplo cadeias aromaticas policondensadas. Para todos
indices (E4/Es, As/A1 e ITG) e até mesmo para Ases, que € uma medida direta da area baixa
curva da fluorescéncia das estruturas arromaticas, a amostra de AHccp) apresentou valores que
classificam a molécula como sendo constituida de estruturas aromaticas mais policondensadas,
dando a ela um carater mais humificado em relacdo as demais. Demonstrando assim a influéncia
do calcario na aceleracao do processo de humificacdo de AHs. Ja as amostras que apresentaram
valores relacionados a menor humificacéo, foram AHcc(s) € AHsc(s). Sugerindo que na camada
de superficie encontra-se a disponibilidade de material organico menos humificado.

As micrografias de MEV-FEG revelaram que todas as amostras sdo formadas de

aglomerados em microporcdes, com formas e tamanhos variados, exibindo compactacao de
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camadas em aspecto de finas folhas. Também é possivel verificar a existéncia de estruturas com

aspecto esponjoso agregadas nas interfaces dessas folhas.
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3 CARACTERIZACAO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DA
GRANULOMETRIA DE UM CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico

Resumo

O estudo da granulometria é fator inicial a ser considerado em qualquer estudo
relacionado a solos, pois tem papel fundamental nos indices fisicos e quimicos. Este estudo
teve como objetivo caracterizar quantitativamente e qualitativamente as fracOes
granulométricas de um solo, obtidas pelo método de peneiramento e sedimentacao. As técnicas
de Espalhamento Dindmico da Luz (Dynamic Light Scattering - DLS), Infravermelho (IV) e
Microscopia Eletronica de Varredura com Canhdo Eletrénico por Efeito de Campo (MEV-
FEG) foram utilizadas para este fim. Os resultados quantitativos demonstraram que este solo
possui uma porcentagem alta de argila, seguida da fracdo areia fina, fracéo silte e, por fim, a
fracdo areia grossa. As analises de 1V, detectaram estados vibracoais caracteristicos de minerais
como caulinita, haloisita, gibbsita e quartzo. A anélise de MEV-FEG, demonstrou a
predominéncia de estruturas pseudo hexagonais, tipicas do mineral caulinita e, em menor
guantidade, estruturas com morfologia em formato de agulhas filamentosas, podendo ser
atribuidas a ilita e/ou haloisita. Os resultados obtidos por DLS, para avaliacdo da qualidade do
fracionamento granulométrico da argila, qualifica esta técnica como um novo procedimento

para avaliacdo da qualidade do fracionamento granulométrico da fracéo argila.

Palavras-Chaves: Fracionamento Granulométrico. Argila. DLS. MEV-FEG. IV.

3.1 INTRODUCAO

A granulometria consiste na quantificacdo (em porcentagem) dos grupos de particulas,
classificadas por tamanho, do solo. Seu estudo esta diretamente ligado a atribuicdo de classes
texturais que, ressaltando sua grande importancia, tem papel fundamental nos indices fisicos e
quimicos do solo, tais como densidade, porosidade, fluxo de dgua e ar e composic¢ao quimica.
Além disso, conhecer e caracterizar as fracdes granulométricas do solo, € a primeira e mais
valiosa informac&o obtida, pois é porta de entrada para muitas outras conclusées a respeito do
solo.

As fracbes granulométricas sdo descritas através de suas classes de tamanhos, com

base na escala de classificacdo de particulas USDA (Figura 1.3, pagina 21), dividindo-se em:
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particulas de areia, compreendidas entre os diametros de 53 a 2000 pum, sdo constituidas
principalmente de quartzo (SiO2) ou outros minerais primarios; particulas de silte, classe de
tamanho de 2 a 53 pum, s@o bastante semelhantes a particulas de areia tanto na forma quanto na
composi¢do, porém possuem diametro bem menor; e, argila, particulas do solo menores que 2
um, que devido ao seu formato e tamanho, sdo altamente reativas constituidos principalmente
de material silicatado cristalino ou ndo, 6xidos de ferro e aluminio e material organico
(EMBRAPA, 2012; BRANDY e WEIL, 2013).

Por se tratar de uma técnica relativamente simples e de facil acesso em laboratorios, a
espectroscépica no Infravermelho (IV) é usualmente utilizada na caracterizacdo mineral e
organica das fracdes granulométricas do solo. Brinatti et al. (2010), em um estudo de
caracterizacdo mineraldgica das fracGes granulométricas de um solo altamente intemperizado,
utilizou a técnica de infravermelho, de forma auxiliar, para a comprovacao da eficacia da
utilizacdo da técnica de difracdo de raios X usando o método de Rietveld.

Para caracterizacdo individual das fragdes granulométricas, inicialmente é necessario
separé-las. O procedimento para tal objetivo, consiste na utilizacdo de energia fisica e quimica
para romper os agregados do solo e individualizar as particulas minerais. Normalmente, os
métodos de fracionamento granulométrico, sdo baseados em duas etapas: a separacdo das
particulas maiores (areia grossa) é feita por peneiramento e a separacdo das demais fracoes é
realizada por sedimentacdo em agua (EMBRAPA, 2012). Posteriormente, aliquotas de cada
classe de particula, sdo retiradas da solucéo, secas em estufa e pesadas para entdo realizar a
quantificacéo de cada fragdo no solo.

A realizagdo deste procedimento experimental, baseado na dispersdo e na
sedimentacdo de particulas de diferentes tamanhos, é muitas vezes sujeito a erro. Ja que a
dispersdo de agregados de tamanhos menores pode ser dificil, bem como a contaminacao entre
diferentes tamanhos de particulas devido a consideracdes errbneas de parametros no momento
do calculo do tempo de sedimentagdo.

Uma outra forma de determinar a granulometria do solo que vem chamando bastante
atencdo, devido a sua praticidade, é a utilizacdo de granulémetro a laser, que apesar de ndo
haver procedimentos normativos para este ensaio, alguns pesquisadores utilizam esta técnica
por possuir resultados superiores em termos de confiabilidade, preciséo, reprodutibilidade e
rapidez de analise (PRADO e CAMPOS, 2009; RIBEIRO, ANGELIM e GUIMARAES, 2014;
OLIVEIRA et al., 2016). A técnica baseia-se no calculo do tamanho das particulas por meio de

um padrao de espalhamento de luz, gerado devido a interacdo desta com particulas dispersas na
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amostra. Em outras areas esta técnica € conhecida com Espalhamento Dinamico da Luz
(Dynamic Light Scattering - DLS), ou DLS.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar qualitativamente as fragcdes granulométricas
de um solo, obtidas pelo método de peneiramento/sedimentacédo. A técnica de DLS serviu para
avaliar a confiabilidade do método de fracionamento fisico por sedimentacdo do solo. Ja a
técnicas de IV, auxiliou na determinacéo de grupos organicos e inorganicos contidos no solo e
em suas fracGes individuais. E, por fim, o MEV-FEG foi realizado com o objetivo de avaliar a

morfologia da fracdo argila.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Amostragem

As amostras utilizadas para o procedimento de fracionamento fisico sdo oriundas do

solo de Referéncia descrito no item 2.2.1 deste trabalho.
3.2.2 Fracionamento Fisico

O fracionamento fisico do solo foi realizado com objetivo de separar cada fracdo
granulométrica do solo. Este procedimento baseou-se na classificacdo de didametro de particulas
do USDA, diferenciando-se apenas na transi¢do entre areia fina e areia grossa (53 pm) (Tabela
3.1), pelo método da separacdo granulométrica, baseado nos procedimentos propostos por
Christensen (1992) e EMBRAPA (2012).

Tabela 3.1- Tamanho das fragdes granulométricas do solo.

Fracao Limite de diametro das particulas (um)
Argila 0-2
Silte 2-20
Areia Fina 20 -53
Areia Grossa 53 - 2000

Fonte: Adaptado de IBGE (p. 71, 2015).

Inicialmente, para a separacdo da fracdo areia grossa, 20 g de TFSA foi misturada em
10 mL da solugdo dispersante de NaOH (na concentragio de 1 mol.L™?) e 200 mL de agua
destilada. Esta mistura permaneceu em repouso por 24 horas para a acdo do dispersante. Em
seguida, foram submetidas ao processo fisico de dispersao, recebendo tratamento ultrassénico
com o equipamento Vibra-Cell (da Sonic) com poténcia média de 20 W e tempo de 1 hora.

Como este procedimento causa aumento da temperatura da amostra, a mistura permaneceu em
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banho de gelo. Com a finalidade de separar a fragdo areia grossa, agora ja desagregada do
restante, a mistura foi peneirada em malha de 53 um, com auxilio de um borrifador com agua
destilada. A fracdo areia grossa, retida na peneira, foi transferida para placas de Petri e secas
em estufa a 40 °C. A suspens&o que passou pela peneira, composta da fragéo argila, silte e areia
fina, foi colocada em diversos tubos de centrifugacdo, para proceder com o de fracionamento
por sedimentacdo, mostrado na Figura 3.1.

Figura 3.1- Metodologia de fracionamento fisico do solo: (1) A suspensdo contendo argila, silte e areia fina é
colocada em tubos para centrifugacéo; (2) Ultracentrifugagdo; (3) Precipitacdo das particulas maiores (silte, areia
fina), sobrenadante contendo argila em suspenséo; (4) Retirada de aliquota do sobrenadante; (5) Analise DLS do
sobrenadante; (6) Remogdo do sobrenadante por sifonacdo; (7) Obtencdo do produto final; (8) Secagem da

suspensdo contendo argila; (9) Ressuspensdo do precipitado, com o intuito de remover qualquer resquicio de argila;
(10) Fracionamento do precipitado (silte e areia fina) por tubos de sedimentacéo.
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Fonte: A Autora

A suspensdo contendo argila, silte e areia fina é colocada em tubos para centrifugacédo
(Figura 3.1- passo 1) e levada para o processo de sedimentacéo acelerada, com a utilizacao de
ultracentrifuga (Figura 3.1- passo 2).

Este procedimento é baseado na lei de Stokes, que permite determinar o tempo (t) de
sedimentacdo de uma particula, no interior de um liquido, com um certo diametro (D) que esta

a uma determinada altura (h):



101

_m (6)
gDy (p,-p))
onde n é a viscosidade da agua, um valor tabelado que depende da temperatura (TANNER e

t=18 -

JACKSON, 1947), g é a aceleracdo da gravidade (978 cm/s?) 0 pp e pi sdo as densidades da
particula e do liquido. O valor para pp do solo em estudo foi encontrado pelo método do
Picndmetro por Ferreira et al. (2017). O fracionamento da argila foi realizado com a utilizagdo
de ultracentrifuga, para que fosse possivel alteracdo do valor de g. Para este procedimento foi
utilizado 200 - g, que resultou em um valor para t muito menor do que se somente g estivesse
atuando sobre a amostra.

Apos o processo de centrifugacdo, ocorre a precipitacdo das particulas maiores (silte,
areia fina) e as particulas de argila ficam em suspensdo no sobrenadante (Figura 3.1- passo 3).
Uma aliquota do sobrenadante é retirada (Figura 3.1- passo 4) para analise do tamanho das
particulas (Figura 3.1- passo 5), o restante do sobrenadante foi removido dos tubos por
sifonagdo (Figura 3.1- passo 6) e o produto final de cada lavagem (Figura 3.1- passo 7) é uma
suspensao contendo argila e o precipitado contendo silte e areia fina. A suspencdo é
encaminhada para secagem da argila em estufa a 40 °C (Figura 3.1- passo 8), enquanto que 0
precipitado é novamente ressuspenso com agua destilada (Figura 3.1- passo 9), para retirar
qualquer resquicio de argila que possa ter sedimentado juntamente com as demais fraces. A
nova solucdo é encaminhada novamente para a ultracentrifuga (Figura 3.1- passo 2), repetindo
0 procedimento de sedimentacdo. Este processo € realizado 6 vezes para que 0 maximo da
fracdo argila seja removida das demais fragdes. Por fim, o precipitado contendo silte e areia
fina, é encaminhado para 0s tubos de sedimentacéo para separacao destas frac@es (Figura 3.1-
passo 10).

O fracionamento nos tubos segue o mesmo processo de calculo do tempo de
sedimentacdo pela Lei de Stokes, todavia, para este caso é utilizado somente o valor de g (978
cm/s?) e o valor do didmetro da maior frago, neste caso areia fina. Os tubos de sedimentacéo
sdo preenchidos com o precipitado, proveniente dos tubos de ultracentrifugacdo, diluido em
agua destilada, até uma altura h fixa. Esta mistura é agitada durante um minuto e apds
permanece em repouso pelo tempo calculado através da Lei de Stokes. Passado o tempo t, uma
aliquota de aproximadamente 100 mL é retirada, referente a suspencao contendo a fracéo silte.
Para este procedimento, foram realizados ao todo 30 lavagens. Este valor foi estipulado

mediante a0 momento em que a agua do sobrenadante coletado estava limpa.



102

A fracdo sedimentada, que se manteve nos tubos, é a areia fina. Todas as amostras
foram secas em estufa a temperatura de 40 °C. A massa de cada fracéo foi obtida em balanca
analitica.

O procedimento de fracionamento fisico foi repetido 15 vezes para cada camada do
solo (superficie e profundidade), com o objetivo de fracionar a quantidade suficiente para
realizacdo do fracionamento quimico da matéria organica, abordado no capitulo 4 deste
trabalho.

O procedimento de ultracentrifugacdo foi realizado com ultracentrifuga refrigerada
Himac CR21GlI da marca Hitachi, do Complexo de Laboratérios Multiusuario da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (C-Labmu/UEPG).

Os demais procedimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em Fisica
Aplicada a Solos e Ciéncias Ambientais (FASCA), do Departamento de Fisica da Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

3.2.3 Caracterizacdo

3.2.3.1 Analise de Espalhamento Dinamico da Luz

A anélise de espalhamento dindmico da luz (DLS) é uma técnica embasada no conceito
de movimento Browniano das particulas, onde o choque entre moléculas em um fluido provoca
0 movimento aleatdrio das particulas. Este movimento faz com que o feixe de luz disperse e
varie com o tempo (BHATTACHARJEE, 2016). Esta variacdo da dispersdo da luz com o
tempo, forma padrdes de dispersdo, que teoricamente, para uma Unica particula esférica, seria
faixas concéntricas claras e escuras que diminuem a intensidade com o aumento da posi¢ao
radial. A medida em que esta particula se movimenta, os padrdes de dispersdo sdo registrados,
e um coeficiente de difusdo (D) é calculado. Dessa forma, conhecendo a temperatura e a
viscosidade do meio, o software do equipamento calcula o tamanho das particulas baseado na
equacao de Stokes- Einstein:

kT (7)
m =",
6mnD
onde 7y, € 0 raio hidrodindmico da particula, k5 é a constante de Boltzmann (1,38x1023J.K'}),

T é a temperatura do meio, n € a viscosidade do meio e D é o coeficiente de difusdo (BRAR e
VERMA, 2011). E importante frisar que algoritmos matematicos utilizados pelos softwares dos
equipamentos de DLS, utilizam de outros parametros mais complexos combinados a equacao
de Stokes-Einstein. A definicdo apresentada anteriormente, expressa de forma simplificada o

conceito fisico que propicia a técnica de DLS.
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A anélise de DLS para obtencdo do tamanho das particulas de argila, foi realizada com
cerca de 10 pL do sobrenadante de cada lavagem contendo argila, misturado 50 mL de agua
destilada. Esta suspensdo permaneceu em ultrassom de banho por 20 minutos, para que
houvesse a dispersdo das particulas de argila. Logo em seguida, a suspensdo foi colocada em
cubetas de plastico e analisadas por um equipamento Zetasizer Nano ZS90 da marca Malvern,
com angulo de espalhamento de 90 graus, no C-Labmu/UEPG.

Apos as medidas, o equipamento obtém o didametro médio das particulas contidas na
solucdo e fornece um grafico gaussiano com a distribuicdo de tamanho e suas respectivas

porcentagens.

3.2.3.2 Infravermelho

Para analise de espectroscopia de IV das amostras de TFSA e de suas fracdes
granulométricas, foi utilizada a mesma metodologia descrita no topico 2.2.4.2 deste trabalho.
Contudo as amostras analisadas nesta abordagem sdo de TFSA, argila, silte e areia, oriundas da

superficie (S) e profundidade (P).

3.2.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura com Canhao Eletrénico por Efeito de Campo

A anélise morfoldgica por microscopia eletronica de varredura com canhdo eletrénico
por efeito de campo (MEV-FEG), das amostras da fracdo argila foi realizada conforme a

metodologia ja citada no topico 2.2.4.7 deste trabalho.

3.3 RESULTADO E DISCUSSOES

3.3.1 Fracionamento Fisico

A tabela 3.2 mostra os valores, em porcentagem, dos teores das fragdes

granulomeétricas, obtidas no procedimento do fracionamento fisico por sedimentacéo.

Tabela 3.2- Teores de argila, silte e areia das camadas 0-10 cm (superficie) e de 10-20 cm (profundidade) do solo
estudado.

Fracgéo Superficie Profundidade
___________________ 0/ —mmmmmmmmm e mmee

Argila 50,6 + 6,3 53,2+4,0

Silte 178+3,1 16,8 + 1,7

Areia Fina 23,1+28 22525
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Areia Grossa | 8,4+0,9 74+05

Fonte: A autora.

Os valores revelam que, este solo apresenta em média, uma porcentagem alta de argila
(= 52%), seguida da fracéo areia fina (=~ 23%), fragéo silte (=17) e, por fim, a fracdo areia grossa
(=8%). Por meio destes valores, também é possivel verificar que a quantidade da fracéo argila
aumentou com a profundidade, resultando em decréscimo das demais fracdes. Segundo Nguyen
(2013), 0 acamulo de argila em profundidade é bastante comum em solos sem cobertura, pois
em contato com agua, esta formara uma solugdo bastante dispersa, que acarreta a facilidade do
transporte por escoamento superficial.

3.3.2 Caracterizacao

3.3.2.1 Analise de Espalhamento Dinamico da Luz

A utilizagdo da técnica de DLS neste trabalho teve como objetivo avaliar a
confiabilidade do método de fracionamento fisico por sedimentacdo do solo, baseado na lei de
Stokes, utilizando ultracentrifugacédo. A tabela 3.3 apresenta o diametro médio das particulas
de argila, contidas em cada aliquota, das 6 lavagens realizada no fracionamento da argila, bem
como os valores de polidispersividade da medida.

Tabela 3.3- Valores de diametro médio das argilas (A) contidas em cada lavagem (L) realizada no fracionamento

granulométrico, das amostras provenientes da camada de superficie (S) e profundidade (P) do solo, juntamente
com o indice de polidispersividade (PDI) de cada solugdo analisada.

Amostra Diametro médio (um) PDI | Amostra Diametro médio (um) PDI
As (L1) 0.27 0.32 | Ar(L1) 0.67 0.32
As (L2) 0.25 0.47 | Ar(L2) 0.66 0.34
As (Ls) 0.22 0.72 | Ar(Ls) 0.59 0.57
As (L) 0.25 0.69 | Apr(L4) 0.46 0.59
As (Ls) 0.48 0.87 | Ar(Ls) 0.43 0.49
As (Ls) 0.47 0.68 | Ar (Le) 0.48 0.73

Fonte: A autora.

Mediante aos dados apresentados na tabela 2.3, é possivel certificar que a extracao da
fracdo argila foi bem-sucedida, com didametro médio das particulas variando, para argila
extraida da camada da superficie 0.22 a 0.48 pum e em profundidade 0.43 a 0.67 um. Esses
valores estdo de acordo com a literatura (KRETZSCHMAR, HOLTHOFF E STICHER, 1998;
NGUYEN et al. 2013).

A utilizacdo de DLS, € citada na literatura como uma técnica adequada para analise do
didmetro médio de argilas bem como o estudo da granulometria do solo. Contudo, a maioria de

trabalhos que utilizaram tal técnica, tiveram como objetivo estudar a floculacéo ou coagulacéo
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da argila em determinadas condig¢des. Kretzschmar; Holthoff e Sticher (1998), em um estudo
observaram, por DLS, que a adi¢do de &cido humico a suspencdes contendo argila, resultam em
aumento na estabilidade coloidal, diminuindo significativamente as taxas de coagulacdo da
argila. Apds medidas de mobilidade eletroforética, concluiram que o efeito do acido himico na
estabilidade coloidal é puramente eletrostatico.

O indice de polidispersividade (PDI) refere-se a intensidade de luz dispersa por
diferentes tamanhos de particulas. Os valores de PDI <0.1 s&o consideradas solucbes
monodispersas, ou seja, a particula contida em solucdo tem praticamente 0 mesmo tamanho,
valores de PDI entre 0.1 a 0.7 sdo considerados moderadamente polidispersos, sendo a faixa
em que os algoritmos de distribuicdo, do software do equipamento utilizado, esta ajustado. Por
fim, valores > 0.7 sdo solucbes muito polidispersas, ou seja, com particulas muito
largas/grandes e de diferentes tamanhos (BHATTACHARJEE, 2016; BARRETO, 2014). Os
valores de PDI das analises das argilas extraidas da camada de superficie, variaram de 0.32 a
0.87 e, para profundidade de 0.32 a 0.73, demostrando que em média as solucdo se classificam
como moderadamente polidispersas, de tal modo que os valores podem ser considerados

confiaveis.
3.3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de IV das amostras de TFSA e de suas fraces granulométricas do solo,
estdo apresentados na Figura 3.2. Os espectros foram divididos em dois graficos, considerando

a origem da camada do solo, superficie (S) ou profundidade(P).
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Figura 3.2- Espectros de absorbancia no Infravermelho das amostras de TFSA e de suas fragdes granulométricas,

oriundas das camadas de superficie (a) e da profundidade (b) do solo.
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Fonte: A autora.

As bandas de absorcdo no espectros foram representados por ndmeros, e estdo

identificados na Tabela 3.4, considerando suas atribui¢fes organicas e inorganicas. Para a
identificacdo foram utilizados tabelas e dados da literatura (FERRARESI et al., 2012; DICK,
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SANTOS e FERRANTI, 2003; FARMER e PALMIERI, 1975; CHUKANOV e
CHERVONNYI, 2016; TIVET et al., 2013; FABRIS et al., 2009).

Tabela 3.4-AtribuicBes organicas e inorganicas para as bandas indicadas nos espectros de infravermelho. As siglas
indicam v estiramento, va estiramento assimétrico, T estiramento fora do plano e d vibracdes angulares.

Picos  Numero de Atribuicdo Organica Atribuicdo inorganica
onda (cm™)

1 3697 - vO-H Caulinita

2 3655 - vO-H Caulinita

3 3620 - vO-H Caulinita e/ou vO-H Gibbsita

4 1630 vaC=0, vC=C, banda amida | -

5 vSi-O em minerais de argila e/ou
1090 vC-O de polissacarideos vSi-O-Si no quartzo.

6 vSi-O-Si da Caulinita, vOH da
1033 vC-O de polissacarideos Gibbsita.

7 1006 v C-C aromatico € /ou vC=S vSi-O-Si na caulinita

8 00H interna da Caulinita e/ou
912 - Gibbsita

9 vAl da Caulinita, Haloisita e
796 1C-H Gibbsita, Goethita, vSi-O (quartzo)

10 694 - vSi-O

11 vAl, 60H em Gibbsita ou
536 - Caulinita, 3Si-O

12 468 - 3Si-0O

13 1165 vSO4* -

Fonte: A autora.

Considerando as atribuigdes organicas, um ombro largo é formado na regido de 3440
cm?, para os espectros das amostras de TFSA(S), TFSA(P) e Silte(P). Este ombro pode ser
atribuido ao estiramento de NH livre (vN-H). A banda de 1630 cm™ pode referir-se ao
estiramento assimétrico de carboxilatos (vaC=0), estiramento de C=C aromaéticos, e ao
estiramento dos grupos amidas (banda amida I). Os Unicos espectros em que esta banda ndo
estd presente sdo das amostras Silte (S), Areia (S) e Areia (P), isto deve-se principalmente a
pouca ocorréncia de material organico humificado associado a estas fragdes.

Na regido de 1090 cm™ e 1033 cm™?, é possivel que haja um estiramento C-O (vC-O) de
polissacarideos. Também na regido de 1006 cm™ do espectro, pode haver um estiramento C-C
aromatico e /ou um estiramento C=S. A banda em 796 cm* atribui-se a deformagdes angulares
CH fora do plano (tC-H). Por fim, no espectro da amostra Silte(S) e Silte (P), encontra-se uma
banda bem pequena na regido 1165 cm™, atribuida ao estiramento de sulfato (vSO4%).

Na anélise de atribui¢des inorganicas para as bandas presentes nos espectros de absor¢éo
no IV, temos incialmente as bandas em 3697 cm™ e 3655 cm™ as quais referem-se aos
estiramentos OH (vO-H) internos e externos da Caulinita. Também em 3620 cm, apresenta o

estiramento OH (vO-H) internos da Caulinita e/ou da Gibbsita. Na banda de 1090 cm™,
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sobreposta a atribui¢es organicas, contém o estiramento de silicatos contidos em argila e /ou
quartzo. A regido que vai da banda 1033cmaté 536cm™, destacam-se a atribuicdes de
vibracOes de estiramento, angulares e no plano de materiais silicatados e grupos hidroxilo da
Caulinita, Haloisita e/ou da Gibbsita. Destacando-se em 796 cm™ e 536 cm™ possiveis
vibracoes em torno de ions de Al da Caulinita, Haloisita e Gibbsita.

Nos espectros da fracdo areia predomina a absorcdo de Quartzo, como mostrado na

Figura 3.2, ndo havendo nenhuma absorc¢éo de atribuicdo organica e de outros minerais.
3.3.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura com Canhao Eletrénico por Efeito de Campo

As micrografias de MEV-FEG da fracdo argilas estdo apresentadas na figura 3.3, 3.4.
e 3.5. Na figura 3.3 é apresentado as micrografias da fracdo argila provenientes da superficie
(A) e da profundidade (B) de um CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico, mostrando uma visio
geral, com escala em 10 um. Esta fracdo apresentam morfologia similares, para os dois casos,
com particulas de tamanho variados, superficie irregulares e algumas formacdes de agregados

com estruturas dispostas em camadas.

Figura 3.3- Micrografias da fracdo argila provenientes do solo de superficie (A) e profundidade (B), em escala de
10 pm.
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Fonte: A autora.

Em uma avalicdo mais aproximada das micrografias (Figura 3.4), é possivel verificar a
predominancia de estruturas laminares, com bordas irregulares e morfologia pseudohexagonal,
podendo ser o mineral caulinita. Segundo Melo e Wypych (2009), a formacao da caulinita em

solos sob influéncias de outros minerais e/ou da matéria organica e ions que nao fazem parte da
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estrutura do mineral, resulta na formacdo de particulas com formas diferentes da hexagonal.
Para eles, a forma hexagonal integra, € ocorréncia em solos mais intemperizados. Também,
segundo D’Acqui et al. (1998), que em seu estudo exp0s o mineral caulinita a resquicios
organicos, verificou que ap6s um tempo de incubacdo (30 dias) o material organico contribui
significativamente para agregacao e formacao de poros, enquanto que o mineral caulinita puro,
gue também passou pelo mesmo processo de incubacdo, ndo apresentou formacéo de poros. A
figura 3.4 (B) apresenta a formacdo de poros expressos pela letra P e, embora ndo esteja
evidenciado na figura 3.4 (A), esta formagao é observada nas duas amostras (ver figura 3.3 (A)).
O que pode ser um indicio de que neste solo contenha significativa quantidade de material
organico.

Figura 3.4- Micrografias da fracéo argila provenientes do solo de superficie (A) e profundidade (B), em escala de
1 a2 pm. Os poros existentes na amostra (B) estdo representados pela letra P. As setas indicam o mineral caulinita.
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Fonte: A autora.

Nas Figuras 3.3 e 3.4 é possivel confirmar a predominancia do mineral Caulinita, o
que corrobora com os dados obtidos por infravermelho que apontam muitos picos
caracteristicos de absorcdo na regido deste mineral. Ferreira (2016), cujo estudo foi realizado
com difracdo de raios X da fracdo argila provenientes do mesmo solo, constatou também a
presenca de Caulinita, Quartzo, Haloisita, Muscovita, llita e Vermiculita.

Também foi possivel observar (Figura 3.5), em menor quantidade, a presenca de um
mineral com morfologia em formato de agulhas filamentosas. Diante dos resultados sugeridos

pela difracdo de raios X deste mesmo solo, realizado por Ferreira (2016) e, a morfologia de
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minerais apresentada em alguns trabalhos (LANSON et al. 1996; LANSON et al. 2002;
DUZGOREN-AYDIN, AYDIN E MALPAS 2002), é possivel que estas imagens sejam de Ilita
ou Haloisita.

Segundo Lanson et al (2002), as particulas em forma de “ripas” finas ou agulhas,
constituem a populagéo dominante da Ilita. Em outro estudo Lanson et al. (1996), ao avaliar a
morfologia de minerais contidos em arenitos de Paises Baixos constatou que, com 0 aumento
da profundidade o mineral Ilita mostrou morfologia de lanca mais rigida, 0 que pode ser
observado ao compararmos a micrografia da fracdo argila de superficie com a de profundidade,
mostrada na figura 3.5.

Figura 3.5- Micrografias da fracéo argila provenientes do solo de superficie (A) e profundidade (B), em escala de
5elpum.
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Fonte: A autora

Para Duzgoren-Aydin, Aydin e Malpas (2002), em seu estudo de caracterizacdo dos
minerais da argila de Hon Kong, evidenciou Haloisitas em formato de agulha. Neste mesmo
estudo, foi possivel observar que a abundancia relativa de Caulinita aumenta a medida que a
abundancia relativa de Ilita e Haloisita diminui. Isto, segundo os autores esta relacionado com
0 grau de intemperismo sofrido pelas amostras. O que demonstra, na Figura 3.5, 0 grau de
intemperismo sofrido pelo solo estudado e explica a predominancia do mineral Caulinita em

relacdo aos demais mineral encontrado em menor quantidade.
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Em um aspecto geral ndo foi encontrado nenhuma particula que apresentassem
tamanhos referentes a outras fracGes granulométricas, o que demonstra a qualidade do

fracionamento da argila.
3.4 CONCLUSOES

O estudo quantitativo de teores das fragcBes granulométricas, obtido pelo procedimento
de fracionamento fisico por sedimentacdo do solo, demonstra que mais da metade do solo é
correspondente a fracdo argila (= 52%). A técnica de infravermelho possibilitou a
caracterizacdo espectroscopica de atributos organicos e inorganicos presentes nas fragcdes do
solo e no solo inteiro. As atribuigdes organicas ficaram a cargo das fragcOes argila e silte,
enguanto que na fracdo areia prevaleceu sinais referentes a materiais silicatados. Também com
esta analise, foi possivel verificar que os minerais presentes nas fracdes granulométricas em sua
maioria sdo constituidos de caulinita, haloisita, quartzo e gibbsita.

As micrografias realizadas por MEV-FEG, serviram para confirmar a pureza do
fracionamento granulométrico da argila, bem como evidenciaram a predominancia de estruturas
laminares, com bordas irregulares e morfologia pseudohexagonal, tipicas do mineral caulinita.
As estruturas com morfologia em formato de agulhas filamentosas, presente em menor
quantidade, podem ser atribuidas ao mineral ilita e/ou haloisita.A caracterizagdo morfoldgica
destes minerais foi fundamentada em trabalhos ja existentes na literatura.

Os resultados na utilizacdo da técnica de DLS, para avaliacdo da qualidade do
fracionamento granulomeétrico da argila, confirmou ndo haver contaminagédo de particulas de
outras fragdes granulométricas. O indice de polidispersividade das analises se manteve na faixa
de valores seguros para célculo de diametro medio, o que qualifica esta técnica para avaliacéo

da qualidade do procedimento de fracionamento granulométrico da fracdo argila.
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4 ESTUDO DA HUMIFICACAO DO ACIDO HUMICO PRESENTE NAS
FRACOES GRANULOMETRICAS DO SOLO

Resumo

O fracionamento quimico de substancias humicas associadas as fra¢oes fisicas do solo
(argila, silte e areia), foi realizado com intuito de caracterizar e avaliar a estabilidade quimica
dos AHs vinculados a cada fragdo. As técnicas utilizadas foram de absorg¢éo no ultravioleta-
visivel (UV-vis), para o célculo da razdo E4/Es, e fluorescéncia no visivel, com dois
comprimentos de onda de excitacdo (240 e 465 nm), para os calculos dos indices de humificacdo
dos AHs. Os resultados referentes a razdo E4/Es indicam a tendéncia de estruturas mais
policondensadas para AHs extraidos da profundidade, sendo a fracdo silte e areia, as parcelas
que possuem maior e menor grau de humificacdo, respectivamente. Para ambos os indices,
calculados por fluorescéncia, a fracdo areia da camada de superficie apresentou o AH com
estrutura molecular menos evoluida no estagio de humificacdo. Ja para deteccdo de estruturas
mais humificadas, os valores para estes indices ndo corroboram entre si. Segundo A4/A1, 0 AH
mais humificado esta associado a fragdo silte e para Ases é a estrutura molecular vinculada a

fracdo argila.

Palavras-Chaves: Acido Himico. Fracdes Fisicas. Humificagdo. UV-vis. Fluorescéncia no

visivel.
4.1 INTRODUCAO

A quantidade significativa de trabalhos abordando a caracterizacdo de substancias
himicas extraidas quimicamente do solo, fazem com que alguns mecanismos e processos de
evolucdo ja estejam bem documentados e entendidos (MILORI et al., 2002; SAAB; MARTIN-
NETO, 2007; GIOVANELA et al., 2010; SIGNOR et al., 2016). Porém, quando o interesse é o
estudo da associacdo dessas substancias com fracdes fisicas do solo, 0 ambiente fica obscuro,
devido a poucos estudos nesta area.

Segundo Martin-Neto, Andriuto e Traghetta (1996), a estabilizacdo da MOS pela
associacdo com a fracdo mineral do solo pode ser dividida em estabilidade estrutural e
estabilidade coloidal. A estabilidade estrutural esta relacionada a formacgéo de microagregados.

A disposicdo da MOS no interior desses microagregados, protege-a da acdo de
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microorganismos. Ja a estabilidade coloidal esta relacionada a ligagdo da MOS com cétions
metalicos dos minerais do solo.

De forma geral, a maioria dos trabalhos que buscam entender os mecanismos destas
estabilidades, utilizam de fracionamento fisico da MOS por se tratar de uma técnica menos
destrutivel comparado com o fracionamento quimico. O procedimento consiste na separacéo
das fracbes de solo em suspensdo aquosa por peneiramento e, ou, por sedimentacdo
(STEVENSON, 1982; MARTIN-NETO; ANDRIUTO E TRAGNETA, 1996; DICK et al.,
2009).

Todavia, a principal dificuldade encontrada na caracterizacdo de SHs associadas as
fragbes granulométricas, esta na sobreposicao da fracdo mineral, que impossibilita a realizacao
de uma caracterizacdo mais seletiva. Uma alternativa para esta dificuldade estd no
fracionamento quimico das fragcdes granulométricas do solo.

Lunardi (2002), em sua dissertacdo de mestrado, investigou a distribuicéo e qualidade
de SHs extraidas quimicamente das fracGes silte e argila. Os valores para a razdo E4/Es
apresentaram-se inferiores aos usualmente citados na literatura, indicando que o fracionamento
fisico afetou a distribuicdo e a qualidade das substancias himicas fracionadas quimicamente.
Brunetti et al. (2016), em um estudo sobre a relagdo entre mineralogia do solo e a estabilidade
da MOS, obteve as fracdes fisicas do solo e, posteriormente, isolou 0 AH das fragdes silte e
argila. A caracterizacdo do AH levou a concluir que as moléculas himicas se acumulam na
superficie de minerais em funcdo da sua afinidade. Para eles, os AHs extraidos da fracéo silte
séo estruturas mais policondensadas e intrinsicamente menos propensos a degradacéo do que
compostos hidrofilicos mais simples, como os associados a fracéo argila.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o grau de humificacdo de AHs
associados as fraces fisicas do solo, obtidas no estudo abordado no capitulo 3. Para isto, as

espectroscopias de fluorescéncia no visivel e absorcdo de luz no UV-vis foram utilizadas.
4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Fracionamento quimico das fracdes fisicas do solo

As fracBes granulométricas (argila, silte e areia) séo oriundas do experimento realizado
no terceiro capitulo deste trabalho, onde um solo recoberto por graminea (Referéncia),
classificado como CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico (EMBRAPA, 2013) de textura

argilo-siltosa, foi fracionado fisicamente.
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O fracionamento quimico das fragdes granulométricas do solo, foi realizando seguindo
a mesma metodologia expressa no item 2.2.2 deste trabalho, salvo que, ao final da extracéo, as
amostras foram secas em estufa a temperatura de 40 °C, ao invés de congeladas e liofilizadas.

As fragdes AH obtidas foram extraidas das amostras de: Argila na superficie
(AHargilas)) € profundidade (AHargilap)); Silte na superficie (AHsires)) e profundidade
(AHsiier)); €, Areia na Superficie (AHareiacs)) € profundidade (AHareiar)).

4.2.2 Caracterizacdo dos AHs presentes em cada fracdo do solo

4.2.2.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do UV-visivel (razdo E4/Es)

As medidas de espectroscopia de absorcdo na regido UV-visivel foram realizadas na
regido de 200 a 800 nm, com cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Optico, utilizando um
espectrofotdbmetro da marca Varian modelo Cary 50, do C-Labmu/UEPG.

Cerca de 3 mg de AH extraido das fragdes granulométricas do solo foram diluidos em
150 mL de uma solucéo de bicarbonato de sddio, NaHCOs3 0,05 mol.L™, para que a solugéo
atingisse uma concentracgdo de 20 mgL™. As solucdes foram mantidas em mesa agitadora por
24 horas, para garantir a melhor dissolucao. Antes da realiza¢do da medida, a solucdo foi filtrada
(com filtro de papel) para evitar precipitados e seu pH foi ajustado para valores em torno de 8,
com solucdes de HCI e NaOH. A linha de base foi obtida com a solucédo bicarbonato de sodio,
NaHCO;3 0,05 mol.L™. Todas as medidas foram realizadas em triplicata, com as quais se obteve
o0 valor médio e o desvio padrao das razdes E4/Es.

Os valores da razdo E4/Es dos AHs foram ponderados com relagdo as porcentagens de
suas respectivas fragfes no solo inteiro. Para isto, a equacdo de média ponderada foi utilizada:

% = Z?=175Pi ' xi)' (8)
i=1Di
em que X; € os valores de E4/E¢ obtidos para cada fracdo, pia porcentagem de cada fracdo no

solo inteiro (Tabela 3.2) e X, sera a média ponderada do valor da humificagdo do AH de cada

fracdo do solo.

4.2.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia na regido do visivel

Os espectros de fluorescéncia por emissao foram realizados utilizando uma célula de
quartzo e espectrébmetro Varian Cary Eclipse Fluorescense Espectrophotometer, do
Laboratorio de Caracterizacdo Fisico-Quimica, do Departamento de Quimica da Universidade

Estadual de Ponta Grossa.
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O preparo das solugdes para analise acorreu da mesma forma que para a realizagdo das
medidas de espectroscopia de absor¢do na regido do UV-visivel, abordadas no topico 4.2.2.1.

Para a estimativa do grau de humificacdo dos AHs extraidos das frac6es do solo foram
utilizados os métodos de Zsolnay et al. (1999) (conhecido como razdo A4/A1) e Milori et al.
(2002) (conhecido como Aues), ja detalhados no item 2.2.4.5 deste trabalho.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Fracionamento quimico das fracdes fisicas do solo

O fracionamento quimico das fracbes granulométricas do solo de referéncia, foi
realizado pelo método padronizado pela Sociedade Internacional de Substncias HUmicas
(IHSS) e adaptada por Swift (1996). A tabela 4.1 apresenta as quantidades de AHSs retiradas de

cada fracdo.

Tabela 4.1- Quantidade extraida de &cido humico, em relacdo a massa total de cada fracdo fisica utilizada.

Amostra Massa da Fracdo  Massa de AH (g)
9)
AHArgila(s) 100 0,279
AHArgilap) 100 0,237
AHsilte(s) a7 0,003
AHsiite(p) 44 0,016
AHAreia(S) 79 0,034
AHAreia(P) 74 0,003

Fonte: A autora.

Os valores para realizacdo do procedimento de extragdo quimica ndo foram iguais
devido a dificuldade de extracdo das fracOes silte e areia, visto que 50 % deste solo é
correspondente a fracdo argila (ver Tabela 3.2).

A afinidade de interacdo da MOS com a fracdo argila é abordada na literatura como
sendo devido a mecanismos de interagcdo organomineral, que ocorrem entre grupos funcionais
situados em superficies minerais e organicas (CHESHIRE et al., 2000; DICK, et al., 2009).
Através dos valores expostos na tabela 4.1 é possivel verificar que a maior quantidade de AH

no solo esta associada a fracdo argila.
4.3.2 Estudo da humificacdo dos AHs presentes em cada fragdo fisica do solo

4.3.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do UV-visivel (razéo E4/Es)

A razédo E4/Ee das amostras de AHs extraidas das fracOes fisicas (argila, silte e areia)

do solo estdo apresentadas na tabela 4.2.
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Tabela 4.2- indice de humificacdo e média ponderada da razdo E4/Es, das amostras de AH extraidas das fracdes
fisicas do solo, nas camadas de superficie (0 - 10 cm) (S) e profundidade (10 — 20 cm) (P).

Amostra E4/Es Media Ponderada da Razé&o E4/Es do AH das Fragdes
AHArgila(s) 47+01 | - Superficig----=---  —mememmen Profundidade------
AHArgilaPp) 43+0,1

AHsilte(s) 47+0,1

AHsilte(p) 42 +0,2 5,04 4,38

AHaAreia(s) 57+0,2

AHaAreia(p) 45+0,1

Fonte: A autora.

Os valores da relagdo E4/Es dos AH estdo dentro da faixa de valores encontrada para
AHs extraidos de solos, entre 3 e 5 (Chen et al., 1977), sendo que estes apresentam valores
menores quando comparados ao do AH extraido deste mesmo solo (Tabela 2.4), o que ja era
esperado, pois aqui o valor de cada razdo é referente a uma fracdo do solo, ndo ao solo inteiro.

Diante disto, uma média ponderada com os valores da razdo E4/Es dos AHs das fracdes
fisicas e suas respectivas porcentagens no solo (Tabela 3.2) foi realizada. E possivel verificar
que, AHs extraidos das fracBes contidas na superficie sdéo menos humificadas do que os AHs
extraidos das fragdes de profundidade, resultado semelhante ao encontrado no AH extraido
deste mesmo solo (ver Tabela 2.4).

Na literatura possuem poucos trabalhos que realizam fracionamento quimico das fragdes
fisicas. Um dos Unicos trabalhos encontrados foi de Lunardi (2002), que ao analisar AH
extraidos das fragdes argila e silte, de um Latossolo Vermelho e um Latossolo Amarelo, obteve
valores para a razdo E4/Es da fracdo argila muito pequenos (1,2; 2,6 e 4,4). Segundo a autora,
estes resultados baixos podem estar relacionado com o método de fracionamento fisico,
utilizando energias ultrassonicas, que pode ter alterado a distribuigcdo e a qualidade do AH.
Porém, para a fracdo Silte, os resultados da razdo E4/Es estdo proximos aos encontrados neste
estudo (5,5; 4,9 e 4,1) (LUNARDI, 2002).

A raz8o Eu4/Ee, apresentou uma tendéncia, tanto para superficie quanto para
profundidade: AHs extraidos das fracdes Silte possuem o maior grau de humificacdo, seguidos
dos AHs extraidos da fragdo Argila. Por fim, classificando-se com o menor grau de
humificacdo, (consequentemente o maior valor da razdo E4/Ee) 0s AHs extraidos da fracdo
areia. Bayer, Martin-Neto e Saab (2003), também encontraram a mesma tendéncia ao avaliar o
grau de humificacdo da matéria organica associada a fracGes granulométricas de um
Cambissolo Humico, por meio da técnica de ressondncia paramagnética eletronica (EPR),

constataram que a matéria orgénica associada a fragdo silte apresentou maior concentracao de
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radicais livres semiquinona, o que indica um maior grau de humificacdo e, ou, maior interagdo

com a fracdo mineral, em comparagdo com as demais fracoes.
4.3.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia no visivel

A figura 4.1 apresenta os espectros de fluorescéncia no modo emissdo dos AHs

extraidos das fracGes fisicas do solo.

Figura 4.1- Espectros de fluorescéncia dos &cidos humicos extraidos das fragOes fisicas do solo, na camada de
superficie (0 — 10 cm )(S) e profundidade (10 — 20 c¢m) (P), no modo emissdo, com Aex em 240 nm (a) € dex €M 465
nm (b).
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Fonte: A autora.

Os espectros exibem seus picos centrados em 500 e 515 nm para Aex em 240 nm e 465
nm, respectivamente. Para ambos 0s grupos de Aex, houve: uma diminui¢do dos valores das
intensidades em relacéo ao grafico dos AH extraido deste mesmo solo (ver Figura 2.6); o AH
extraido da argila na camada de profundidade, foi o que apresentou espectro de maior
intensidade; o AH extraido da fracdo de silte foi o Unico que apresentou a intensidade dos

espectros de superficie maior do que o de profundidade.
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Ainda nos espectros dos AHsiLs), AHsiLp) @ AHarer) da Figura 4.1(b) é possivel
verificar um ombro centrado em 588 nm. Em geral, a formacgédo de bandas, ou deslocamento
destas para comprimentos de onda no vermelho, pode estar associado a fluorescéncia de grupos
com estruturas mais complexas, como quinonas e fendis com um grau de policondensagdo mais
estendida (SENESI et al., 1991). Logo, esta formagdo de uma banda adicional pode estar
relacionada a formacédo de grupos com um alto grau de condensacgdo, que se diferenciam dos
demais, presentes em maior quantidade.

A figura 4.2, apresenta um diagrama representativo dos indices de humificacdo
calculado pelas metodologias propostas por Zsolnay et al. (1999) (A4/A1) e Milori et al. (2002)
(Ases).

Figura 4.2- Diagrama representativo dos indices de humificagdo para os AHs extraidos das fraces fisicas do solo
na camada de superficie (0 — 10 cm) (S) e profundidade (10 — 20 cm) (P), obtidos pelo método de Zsolnay et al.
(1999) (A4/Ay) (a) e Milori et al. (2002) (b).

3000

L@ (b)
I
2500
0.8 -
2000 =
o 8
< 06+ - ~
2“ < 1500 o
04+ =
1000 -
027 500 -
0.0- T T T T C\ = T T T T
AH ~ AH AH ~ AH AH ~ AH AH AH AH  AH AH AH
Argila(S) Argila(P) Silte(S) Silte(P) Areia(S) Areia(P) Argila(S) Argila(P) Silte(S) Silte(P) Areia(S)Areia(P)

Fonte: A autora.

Os indices As/A1, demonstraram que o0 AH com maior grau de humificagdo (0.98) esta
associado a fracdo silte extraido da camada de superficie. O AH que apresentou a parcela menos
humificada esta associado a fragdo areia na camada de superficie (0.58). J& para o indice Auses,
os valores dos AHs mais e menos humificados sdo os associados a fracdo argila em
profundidade (2618.55) e a fracdo areia em superficie (1157.34), respectivamente.

Nos AHs extraidos das fracGes argila e areia, repetiu-se a constatacdo de que em
profundidade o grau de humificacdo aumenta (Tabela 4.2). Porém, para 0 AH extraido da fracdo
silte, ocorreu uma inversdo, em superficie o grau de humificacdo foi maior do que em

profundidade, para ambos 0s grupos de Aex.
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O método As/A1 € uma forma de avaliar a razdo entre aromaticidade e alifaticidade, ja
Aues, € mais seletivo, mostra a quantidade de estruturas arométicas que fluoresceram. Logo,
para ambos os métodos, existe uma tendéncia com relacéo ao grau de aromaticidade.

Comparando qualitativamente os dois métodos, expostos na Figura 4.2 (a) e (b), é
possivel descrever algumas hipéteses. O indice Asss do AHargr) demonstra que esta estrutura
molecular possui um alto grau de aromaticidade, sendo o maior quando comparado com 0s
demais. Contudo, ao comparar-se com o indice As/A1, € possivel perceber que seu valor diminui
em relacdo as outras fraces, isto significa que neste AH existe grande quantidade de estruturas
alifaticas. Isto pode ser devido a forma de interagéo entre a fracdo argila e a por¢éo organica do
solo, que resulta em protecdo das estruturas organicas, fazendo com que a presenca de estruturas
alifaticas mantenha-se quase que fora do alcance de microorganismos ou até mesmo,
dificultando a doagdo destas estruturas para raizes e 0 meio.

Os menores indices, para ambos os métodos, foram encontrados para os AHs extraidos
da fracdo areia, que mantiveram-se com a mesma disposic¢ao para os dois calculos, as fraces
extraidas da profundidade possuem maior quantidade de estruturas policondensadas do que os
extraidos da superficie.

Diante dos dois resultados, para 0 AH associado a fragdo silte, ficou constatado que na
camada de superficie a aromaticidade prevalece na estrutura molecular e, diante do grande valor
encontrado no indice A4/A1, é validado a pouca presenga de estrutura alifatica, que pouco
interferiram para diminui¢do do valor neste método, contrério ao que aconteceu com a fragéo
argila.

Brunetti et al. (2016), em seu estudo da caracterizagdo quimica e espectroscopica dos
AHs associados as fracdes argila e silte constataram que, as estruturas moleculares observadas
nos AHs extraidos do silte sdo intrinsecamente menos propensas a degradacdo do que oS
compostos hidrofilicos mais simples. Contudo, neste trabalho mostrou-se que a fracédo silte
possui menor quantidade de grupos alifaticos em relacdo ao aromaticos, isto ndo quer dizer que
esta fragdo esteja menos propensa a degradagdo e sim, que sua estrutura € menos protegida
fisicamente e, devido a isto, ela possui uma razao aromatica por alifatica maior do que a fracédo

argila.
4.4 CONCLUSOES

A caracterizagdo de AHs extraidos das fragdes granulométricas do solo, atraves da

absorcdo de luz no visivel, revelam que o maior grau de humificacdo é caracteristica de AHs
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extraidos das fragOes contidas na profundidade, corroborando com os dados encontrados para
0 AH extraido do mesmo solo. A fracdo silte possui a parcela de AHs com maior grau de
humificacdo, seguidos dos AHs extraidos da fracdo Argila e, por fim, o menor grau de
humificagdo é referente a AHs extraidos da fragdo areia.

Para a Fluorescéncia no visivel foi possivel evidenciar um ombro centrado em 588 nm,
nos espectros dos AHsiL(s), AHsiLr) @€ AHarer). Possivelmente, e referente a grupos com um
alto grau de condensacdo que se diferenciam dos demais, presentes em maior quantidade. Os
calculos dos indices de humificagdo demostraram que para a razdo As/Ai, a fracdo silte da
camada de superficie, esta vinculada ao AH com maior grau de humificacdo, ja fracdo areia,
também da camada de superficie, contém a parcela de AH menos humificadas. Para o indice
Aues, 0s valores dos AHs mais e menos humificados estdo associados a fragdo argila em
profundidade e a fracdo areia em superficie, respectivamente. Os valores calculados para estes
indices de humificacdo dos AHs associados a fracdo silte, demonstram que ocorreu uma
inversdo com o grau de humificacdo dos AHs dispostos em superficie e profundidade, o que
ndo corrobora com os dados obtidos pela razéo E4/Es.

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear e, ou, Ressonancia Paramagnética
Eletronica, poderdo ser realizadas para a confirmagdo dos resultados quanto ao grau de

policondensacgéo das estruturas moleculares estudadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da humificacdo dos AHs extraidos do solo revelou por meio da maioria das
técnicas que a fracdo AHccp) apresentou valores que classificam a molécula como sendo
constituida de estruturas aromaticas mais policondensadas, dando a ela um carater mais
humificado em relacdo as demais. J& para os valores relacionados a menor humificacgdo, as
amostras de AHcc(s) @ AHsc(s) foram as mais indicadas. Demonstrando assim, a influéncia do
calcario na aceleracdo do processo de humificacdo e que a camada de superficie possui a
disponibilidade de material organico menos humificado. Os AHs exibiram, por MEV-FEG, ser
formados de aglomerados em microporcdes, que exibem compactacdo de camadas em aspecto
de finas folhas com estruturas esponjosas agregadas nas interfaces.

Quanto a caracterizacdo quantitativa e qualitativa das fracfes granulométricas do solo,
foi possivel determinar que a fracao presente em maior quantidade no solo € a fracdo argila. Por
meio dos espectos de IV foi possivel evidenciar que os atributos organicos estdo associados as
fracBes Argila e Silte e, a maioria dos minerais presentes nas fracfes granulométricas, sao
constituidos de caulinita, haloisita, quartzo e gibbsita. As micrografias realizadas por MEV-
FEG, evidenciaram a predominancia de estruturas laminares, com bordas irregulares e
morfologia pseudohexagonal, tipicas do mineral caulinita, e estruturas com morfologia em
formato de agulhas filamentosas presente em menor quantidade, que podem ser atribuidas ao
mineral ilita e/ou haloisita. Com este estudo foi possivel qualificar a técnica de DLS como um
procedimento para avaliacdo da qualidade do fracionamento granulométrico da fracdo argila.

Por fim, o estudo da humificacdo dos AHs extraidos das fragbes granulométricas,
evidenciou na maioria dos valores, que a fracéo silte possui a parcela de AHs com maior grau
de humificagdo, seguidos dos AHs extraidos da fragdo Argila e, por fim, os AHs extraidos da
fracdo areia. Salvo para o indice Ases, que apresentou maiores valores de grau de humificacdo
para 0s AHs associados a fracdo argila em profundidade. Os valores calculados para os indices
de humificagéo, via fluorescéncia no visivel, dos AHs associados a fracdo silte , demonstram
que ocorreu uma inversdo com o grau de humificacdo das substancias dispostas na superficie e
profundidade, o que ndo corrobora com os dados obtidos pela razdo E4/Es, que demostrou a
tendéncia de maior humificacéo nas fracfes contidas na camada de profundidade, assim como
os dados encontrados para 0 AH extraido do mesmo solo. As analises de Ressonancia
Magnética Nuclear e, ou, Ressonancia Paramagnética Eletrdnica, poderdo ser realizadas para
a confirmacdo dos resultados quanto ao grau de policondensacdo das estruturas moleculares

estudadas.



