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In this work humic acid was extracted from Cananeia Island’s soil (Sao Paulo State). The humic acid
was purified, characterized and its interaction with metals (Fe(III), Cu(Il), and Cd(II)) was studied
by means of data obtained from ultraviolet, visible and infrared spectroscopies, and differential pulse
polarography. The stability constants of the humic acid-metal complexes were determined by using
paper chromatography in a wide range of pH. For Fe(IIl), Cu(Il), and Cd(II) cations, log K values
were found to be 8.85, 8.19, and 5.65, respectively, at pH 5.0.
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INTRODUCAO

As substincias hdmicas, que compdem o 4icido hdmico, o
4cido filvico e a humina, originam-se da degradagdo quimica
e biolégica de residuos de plantas e animais e da atividade me-
tabdlica de microorganismos. Os 4cidos himicos sio definidos
operacionalmente como a fragdo das substincias hdmicas que
¢ soldvel em meio alcalino diluido e precipita pela acidificagio
do extrato alcalino. Os 4cidos filvicos permanecem em solu-
¢do quando o extrato alcalino é acidificado ¢ a humina € a
fragdio ndo extraida por 4cido ou 4lcali diluidos. Investigagdes
quimicas das substincias himicas datam de 200 anos atrésl.

As substincias himicas desempenham um papel importan-
te no ambiente devido a virias caracteristicas. Uma delas é
ajudar na germinagio de sementes, pois fazem aumentar a
retenciio de calor pelo solo, gragas a coloragdo tipicamente
escura que possuem. Devido 2 alta capacidade de retengdo de
dgua, até vinte vezes a sua massa, as substincias hdmicas
evitam o escoamento sendo, portanto, importantes na conser-
vagdo do solo contra a erosido. Ao combinarem-se com argilas
minerais, cimentam particulas do solo em agregados e permi-
tem a troca de gases, aumentando a permeabilidade. A de-
composi¢do da matéria organica produz NH4*, NOs, PO e
SO4%, que sdo nutrientes importantes para o crescimento de
plantas. Uma outra propriedade importante das substancias
hdmicas é a habilidade de interagir com fons metdlicos para
formar complexos de diferentes estabilidades e caracteristicas
estruturais. A habilidade das substincias himicas formarem
complexos estiveis com ions metélicos é devida ao alto teor
de grupos funcionais contendo oxigénio, tais como carboxilas,
hidroxilas fendlicas e carbonilas 23-5, Além da agdio fertilizan-
te, as substéncias himicas desempenham um papel importante
em virios setores da economia pela sua importincia como
fonte de energia®.

Nas plantas o ferro é considerado um metal chave em trans-
formagbes energéticas necessérias para a sintese e outros pro-
cessos vitais das celulas”8, Em solos ricos em ferro, porém, a
absorcdo excessiva dele pode produzir efeitos téxicos para as
plantas. Os sintomas dessa toxicidade dependem das espécies
e dos estdgios de crescimento39. A perda de folhas, por exem-
plo, indica acumulagdo excessiva de ferro. A geoquimica do
ferro € muito complexa no ambiente terrestre e é fortemente
influenciada pelo equilibrio entre os estados de oxidagdo +2 e
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+3. O cobre exibe uma alta capacidade para interagir quimica-
mente com componentes orgénicos e minerais do solo. Os fons
cobre podem facilmente precipitar com vdrios anions como
sulfeto, carbonato e hidréxido. Deste modo, o cobre é um
elemento que apresenta pouca variagdo em contetido no perfil
do solo, tendendo a acumular-se na superficiel®. E essencial
para as plantas, porém é téxico quando em excesso. O cddmio
¢ téxico e quando absorvido pelas plantas pode provocar uma
clorose progressiva das folhas seguida de necrose!®.!1, .

Neste trabalho estudou-se a interagéio de 4cido himico (AH)
com ions Fe(IIl), Cu(Il) e Cd(I). Extraiu-se o AH do solo da
Ilha de Cananéia, situada no litoral sul do Estado de Sio Paulo.

O objetivo deste estudo foi a determinag@o dos principais
grupos funcionais de AH n@o cultivado e sua interagiio com
metais no sentido de enfatizar-se a formagdo de complexos ou
quelatos. O estudo das substincias himicas permite um me-
lhor aproveitamento do solo. A maioria dos estudos trata de
solos de regides temperadas, dando-se pouca &nfase ao estudo
de AH de regides tropicais e subtropicais. Realizou-se o estu-
do da interagdo AH/metal por espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho, por titulagio potenciométrica, por
polarografia de pulso diferencial e por cromatografia em pa-
pel. Os resultados mostram que a afinidade do AH pelo cédtion
metélico segue a ordem: Fe(Ill) > Cu(Il) > Cd(II).

EXPERIMENTAL -

Coletou-se a amostra a uma distancia de aproximadamente
1200 m do emborcadouro através do Mar Pequeno em diregéo
ao centro da ilha a 259 S e a 480 W. Efetuou-se a coleta na
superficie do solo com um amostrador Hiller e armazenou-se
em sacos de polietileno. Secou-se o solo ao ar e passou-se em
peneira de malha 60-AS. Tomou-se amostras de 400g subdivi-
didas em 8 erlenmeyers. Ao solo Wimido, reidratado com 4gua,
adicionou-se solugio de HCl 0,5M para eliminagio de carbona-
tos e fons metélicos fracamente ligados. Apds a centrifugagdo a
1000 rpm durante 30 min, removeu-se o sobrenadante 4cido.
Em seguida lavou-se o solo com dgua destilada até pH neutro.
A seguir, procedeu-se a extragio do AH. Para isso usou-se
NaOH 0,50M como liquido extrator, em atmosfera de N;!2, na
propor¢io de um volume de sedimento para dez volumes de
solucdo. Acidificou-se o extrato alcalino com HCl 6M a pH
2,0 para que ocorresse a precipitagio do AH. Separou-se o
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AH do sobrenadante contendo 4cido fiilvico, por decantagio e
redissolveu-se 0 mesmo em NH4OH. Eluiu-se a suspensdo em
resinas trocadoras de fons. Em seguida, apés liofilizagdo, ob-
teve-se 0 AH purificado com um teor final de cinzas de 3,08%.

Para a obtengdo dos espectros de UV-vis, utilizou-se um
espectrofotdmetro Hewlett-Packard modelo 8452A, com re-
solu¢do de 3 nm. Dissolveu-se 2,0 mg de AH seco em 10,0
mL de solugiio aquosa de NaHCO; 0,050 M!3 e efetuou-se a
varredura do espectro na regido de 200 a 800 nm. Para ob-
tengdo dos espectros de absor¢iio na regido do infraverme-
lho, preparou-se pastilhas de AH em KBr. Secou-se o AH
em estufa a vdcuo a 70°C por 1 h!33 e resfriou-se em
dessecador sob vicuo. Pulverizou-se 10,0 mg de AH com
200 mg de KBr. No caso dos complexos AH-metal, adicio-
nou-se 20,0 mL de solugdo 5,0 pM dos cdtions metélicos a
uma aliquota de 10,0 mL de suspensio de AH 10,0 g/L.
Ajustou-se o pH para 5,0 com adigdo de solugdo de KOH
0,050 M. Deixou-se em repouso por um periodo de 3 dias,
com agitagio ocasionall4, Liofilizou-se a mistura e prepa-
rou-se as pastilhas como descrito para o AH sem os metais.
Utilizou-se um espectrdmetro FT-IR Bomem Michelson mo-
delo MB-102, operando na regido espectral de 400 cm! a
4000 cm'!, com resolugdo nominal de 4,0 cm1,

Para a titulagdo potenciométrica utilizou-se um pHmetro
Micronal B374 com eletrodo de vidro combinado. Adicionou-
se 125,0 mg de AH em 25,00 mL de solugio aquosa de NaOH
0,050 M. Transferiu-se 20,00 mL dessa suspensio para um baldo
de 50,00 mL e ajustou-se o pH para 2,00, mantendo-se a forga
idnica constante em 0,10M. Completou-se o volume com dgua
deionizada e titulou-se com solugdo de NaOH 0,1016 M até pH
11. Obteve-se as curvas de titulagio AH/metal utilizando-se
10,00 mg de AH, segundo o mesmo procedimento anterior, e
adicionando-se 20,0 pmoles dos referidos cétions.

Para o estudo polarografico utilizou-se suspensdes de AH
de 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/L. em KNO; 0,10 M a pH
9,0. Realizou-se uma varredura de 0,0 a -1,2 V a20 mV/s e
com tempo de gotejamento de 1 s. Para o estudo da interagéo
AH-metal, utilizou-se 3,00 mg/L de Fe(III) em tampéo
oxalato-dcido oxalico pH 4,0; 3,00 mg/L de Cu(Il) e 0,300
mg/L. de Cd(II), ambos em tampdo acetato-dcido acético pH
5,0. Registrou-se os polarogramas em um polarégrafo
Princeton Applied Research modelo 384B, com Ag/AgCl como
eletrodo de referéncia .

Para a avaliagdo das constantes de estabilidade, utilizou-se
a cromatografia em papel, relacionando-se os valores de R¢ a
interagdo AH/metal. Marcou-se levemente a ldpis tiras de pa-
pel de filtro Whatman n°® 1. Impregnou-se as tiras com sus-
pensdo 1,00 g/l de AH. Depois de secas, aplicou-se gotas de
solugdes-estoque de cada metal no centro das linhas marcadas
a ldpis. Em seguida, fez-se correr o eluente constituido de
tampdo acetato-icido acético em 80% v/v de etanol / 4gua em
valores de pH de 3,0 a 7,0. Depois de secos, revelou-se as
tiras com sulfato de amdnio em uma cimara de luz fluores-
cente. Obteve-se os valores das constantes de estabilidade
utilizando-se os valores de Ry.

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico.
Preparou-se as solugdes-estoque de cloretos de Fe(III), Cu(lIl)
e Cd(II) com concentragdo de 1,000 g/L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O AH purificado apresentou uma percentagem em massa de
47,52 de carbono, 3,50 de hidrogénio, 0,98 de nitrogénio e, por
diferenca, 48% de oxigénio. A razido E4/E6 foi 5,9. Esse valor
é concordante com resultados obtidos anteriormente em nosso
laboratério para AH da Ilha de Cananéia, embora na literatura o
valor da razdo E4/E6, razdo entre as absorbdncias a 465 e 665
nm, respectivamente, varie principalmente na faixa de 3,0 a
5,0. O alto valor encontrado para o AH aqui estudado reflete
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um baixo grau de condensagdo aromética e, consequentemente,
a presenga de mais estruturas alifiticas de cadeias menores.
Para verificar-se qual é o grupo funcional do AH que participa
com maior intensidade na interagdo com fons metdlicos, regis-
trou-se os espectros de infravermelho deste com Fe(III), Cu(Il)
e Cd(II). A figura 1 apresenta os espectros obtidos. A tabela 1
mostra o nimero de onda das bandas de absor¢ido mais carac-
teristicas do AH e de seus complexos ou quelatos.

No caso do AH verificou-se a existéncia de uma banda larga
e forte centrada em 3421 cm™! que pode ser atribuida ao estira-
mento v(O-H) devido & dgua ligada. Observou-se também o
aparecimento das bandas em 2922 e 2851 cm!: que podem ser
atribuidas ao estiramento anti-simétrico e simétrico C-H dos
grupos alifdticos, respectivamente. A banda em 1723 cm! é
atribuida ao estiramento v(C=0) de grupos carboxilicos que
provavelmente encontram-se conjugados. A banda em 1615 cm'!
pode ser atribuida ao estiramento v(C=C) do anel, ie, as vibra-
¢des de esqueleto aromdtico. Esta banda também pode ser atri-
buida ao estiramento anti-simétrico do grupo carboxilato
Vas(COO") e ao estiramento v(C=0) do grupo COOH, devido
ao H ligado a grupo OH em posigdo orto, como no 4cido
salicilico. Devido ao pequeno deslocamento desta banda quan-
do da formagdo dos complexos AH-metal, pode-se atribui-la
principalmente ao estiramento do grupo carboxilato. A banda
em 1406 cm! ¢ atribuida ao estiramento simétrico v,(COQ").
A banda em 1379 cm-! pode ser atribuida tanto A deformagio
8(OH), quanto ao estiramento v(C-O) de grupos fenéis. A

Tabela 1. Nimero de onda das bandas de absorgdo mais ca-
racteristicas do AH e de seus complexos ou quelatos.

Amostra Nimero de onda (cm-!)

AH 3421 2922 2851 1723 1615 1379
AH/Fe(IlI) 3310 1621 1411
AH/Cu(dl) 3392 1625 ~1400

AH/Cd(II) 3487 2921 2850 1722 1613 1392
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Figura 1. Espectros na regido do infravermelho do acido hiimico e de
seus complexos. (a) AH, (b) AHIFe(Ill), (c) AH/Cu(ll), (d) AHICd(I).
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banda em 1254 cm! pode ser atribuida ao estiramento v(C-O)
de COOH e ao estiramento v(C-O) de éteres. Quando do es-
tudo da interagio AH-metal, observou-se que a presenga dos
citions metélicos intensifica as bandas atribuidas aos fons
carboxilato observadas em =1600 e =1400 cm! com relagio
as bandas do grupo COOH observadas em 1723 e 1254 cm-!
no espectro do 4cido himico puro. Além disso, as bandas do
grupo COO- sdo ligeiramente deslocadas quando da formagéo
do complexo AH-metal. Isto pode ser explicado pela formagao,
em maior quantidade, do fon carboxilato, onde se ligam os
citions metdlicos. A reago ocorreria segundo os mecanismos:
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Um outro possivel mecanismo é o da formagio de AH-
metal de ligagdo tipo salicilato. Esta ligagdo pode ocorrer se-
gundo o modelo!s:
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Pelo observado, pode-se dizer que o grupo funcional car-
boxilato é o que mais contribui para a interagio AH-metal.

Para a curva de titulagiio potenciométrica do AH utilizou-
se o método de lineariza¢dio da curva de titulagio!é combina-
do com o gréfico de Granl’. O método ¢é aplicado aos dados
da curva de titulagido obtida experimentalmente quando se ti-
tula uma mistura de um 4cido forte e um é4cido fraco com uma
base forte. Descreve-se o curso da titulagio de uma mistura
dcida pela seguinte equagio:

{(Vo +VX([H]-Kw/[H*])1+B)+m(V-Vg)(1+B-oh) o=m(Vs- V)/h

onde V, é o volume inicial da solugio de mistura 4cida, V é o
volume de base adicionada ao longo da titulagdo, V, € o volume
de base equivalente 2 acidez total, V€ 0 volume de base equiva-
lente & titulagdo do 4cido forte. A concentragio da base titulante
¢ representada por m e h é o nimero de prétons dissocidveis.

h

B =3 K [HT
i=1
h

o = 2 iK[HY

=
K; = [AH;™1] / [A}] [H*], (i = h—h)

Kie Ky s@o as constantes de dissociagdo do 4cido fraco e da
dgua, respectivamente.

As referéncias 16 e 18 apresentam uma discussio detalha-
da a respeito.
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Baseado no grifico de Henderson-Hasselback, obteve-se os
valores de pKa e acidez do AH com e sem adigdo de metais.
A tabela 2 mostra os resultados obtidos.

Observou-se que o pKa aparente (carboxilico e fen6lico) au-
menta quando se adicionam os cétions. Isto é explicado pelo
fato dos cétions metélicos trocarem os hidrogénios tituldveis
dos grupos carboxilicos e fendlicos. Observou-se também um
aumento na acidez explicado pela maior facilidade do 4cido
himico liberar prétons quando os cdtions metilicos sdo adicio-
nados. O maior deslocamento do pKa e aumento de acidez foi
provocado pelo Fe(IIl) indicando que este cdtion tem maior afi-
nidade pelo 4cido hiimico quando comparado a Cu(Il) e a Cd(Il).
Isto foi comprovado pela polarografia de pulso diferencial e cro-
matografia em papel. A diferenga observada nos valores de pKa
e acidez para o dcido hdmico é explicada pelo fato de se ter
usado quantidades diferentes de material. Como o 4cido hiimico
é um 4cido fraco, o valor de pKa depende da concentragio.

O AH apresenta uma corrente de pico em cerca de -1,0 V
(fig. 2) que varia linearmente com a concentragio até um
maéximo e depois comega a cair (fig. 3). Este comportamento
esté relacionado a formagéo de agregado!® que altera a forma

Tabela 2. Valores de pKa e acidez do 4cido hdmico (10,00
mg) na presenga e na auséncia de 20,0 pmoles de Fe(III)
Cu(Il) e Cd(Il).

AH AH/Fe(Ill) AH/Cu(ll) AH/Cd(II)

pKa

(carboxilico) (4,95) 5,60 6,30 6,10 5,80
pKa

(fendlico) 9,34) 8,30 9,61 9,40 9,30
acidez

total (meqfg)  (4,70) 4,40 7,60 7,30 5,20
acidez carbo-

xilica (meq/g) (3,75) 2,90 4,40 4,50 4,30
acidez fené-

lica (meg/g) (0,95) 1,50 3,20 2,80 0,90

Obs.: os nimeros entre paréntesis representam os valores en-
contrados para uma massa de 125,0 mg de dcido hiimico.
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Figura 2. Polarograma de uma suspengdo de 70mg/L de dcido hitmico

em KNO, 0,10M, em pH 9,0. Velocidade de varredura=20mVis, altura
de pulso=50mV e tempo de gota=1s.
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em que as moléculas estdo dispersas na suspensédo. Registrou-se
os polarogramas de outras amostras de AH extraido e purifica-
do neste laboratério e obteve-se uma relagdo linear entre a cor-
rente de pico e a acidez do AH, representada pela equagéo:
corrente de pico (nA) = -14,58 + 6,086 acidez (meq), com um
coeficiente de correlagio de 0,9989. A corrente de pico que
aparece em ca. -1,0 V é devida a descarga de grupos 4cidos do
AH, ji que esta varia linearmente com a acidez. Para uma
melhor caracterizagio da interagdo AH-metal realizou-se um
estudo da variagdo da concentragiio do ligante (AH), tempo de
complexacdo, pH e labilidade dos complexos ou quelatos. Os
resultados mostram que com o aumento da concentragdo de
ligante ocorreu uma diminui¢do da quantidade de metal livre
(fig. 4). A ordem de afinidade encontrada para os cétions foi
Fe(III) > Cu(I) > Cd(II). Observou-se que para o Fe(Ill) a com-
plexagdo foi imediata, pois a concentragio do metal livre foi
praticamente constante em relagdo ao tempo, ap6s uma adicdo
de 300 mg/L de AH. Para o Cu(Il) a concentragiio diminuiu ca.
30% até o segundo dia e depois permaceu constante, apds uma
adigio de 500 mg/L de AH. A mesma variagdo ocorreu para o
Cd(II) considerando-se o instante de adigdo até o terceiro dia, apés
uma adigdo de 1500 mg/L de AH. A corrente de pico diminui
com a adi¢do dos cdtions metdlicos conforme mostra a tabela 3.
Esta diminuigdo deve-se ao fato do dcido hiimico formar comple-
x0s com cétions metilicos através de seus grupos 4cidos?0:21,
Variando-se o pH de 3,0 para 7,0 observou-se uma diminuigéo
da concentragdo de metal livre. Esta diminuigdo é atribuida 2
ionizagdo dos grupos 4cidos, aumentando a facilidade que tém
em se ligarem aos cétions metilicos. Realizou-se provas em bran-
co para eliminar-se o efeito de hidrélise. Pelos grificos da con-
centragdo de metal total em fungéo da corrente de pico, obser-
vou-se comportamentos de complexos inertes entre o AH e os trés
cétions estudados. Obteve-se as seguintes relagSes lineares:
- corrente de pico (nA) = -1,280 + 2,420 conc Fe(III) (mg/L),
com coeficiente de correlagéo linear de 0,9988. Manteve-se a
concentracdo de AH em 300 mg/L,
- corrente de pico (nA) = -4,540 + 6,600 conc Cu(ll) (mg/L),
com coeficiente de correlagdo linear de 0,9998. Manteve-se a
concentragio de AH em 500 mg/L e
- corrente de pico (nA) = 0,9167 + 8,333 conc Cd(II) (mg/L),
com coeficiente de correlagdo linear de 1,000. Manteve-se a
concentragio de AH em 1500 mg/L.

Neste trabalho determinou-se as constantes de estabilidade
dos complexos organo-metdlicos em diversos valores de pH
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Figura 3. Variagdo da corrente de pico em fungdo da concentragdo
de dcido hiimico (nas mesmas condicdes polarogrdficas da figura 2.
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Figura 4. Variagdo da concentragdo do cdtion metdlico livre em
fungdo do aumento da concentragdo de dcido himico. (a) Fe(lll) em
tampdo oxalatoldcido oxdlico pH 4,0; (b) Cu(ll) em tampdo acetato
dcido acético pH 5,0; (c) Cd(Il) em tampdo acetatoldcido acético pH
5.0. (Nas mesmas condi¢des polarogrdficas da figura 2).

Tabela 3. Correntes de pico para o 4cido hdmico na auséncia
e na presenga de 3,00 mg/L de Fe(III) (pH 4,0), 3,00 mg/L de
Cu(II) (pH 5,0) e 0,300 mg/L de Cd(II) (pH 5,0).

Amostra AH  AH/Fe(lll) AH/Cu(ll) AH/Cd(II)
Corrente de pico (nA) 274 23,7 25,1 26,3

Cada valor representa a média entre 5 medidas.
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aplicando-se os valores de Ry & seguinte equagio!®:
Log K, = -6,34 R¢ + 9,33

A Tabela 4 apresenta os dados obtidos.
Com o aumento do pH ocorre um aumento no log K. Isto
pode ser explicado pelo aumento da ionizagdo dos grupos

Tabela 4. Valores das constantes de estabilidade de AH com
fons metalicos expressas como log K, a diversos valores de pH.

pH

Cition 30 40 50 60 7,0
Fe(II) 8,60 8.66 8,85 9,61

Cu(Il) 6.59 7.68 8,19 8,37 8,55
Cddn 5.15 5,30 5,65 5,81 6,34

Cada valor de log K representa a média entre dez medidas.

funcionais. A baixos valores de pH, o excesso de fons H* e os
metais competem com os sitios ativos do AH e, consequente-
mente, uma menor quantidade de metal é complexada.

CONCLUSOES

Os espectros de AH e AH-metal na regido do infravermelho
mostraram que a interagdo ocorre principalmente através dos
grupos carboxilicos, pois a presenga dos cétions metdlicos di-
minui a intensidade dessas bandas (1723 cm'! e 1254 cm'!) em
relagio as de =1600 cm! e =1400 cml, atribuidas ao estira-
mento de ifons carboxilato. Como ndo se verificou nenhuma
mudanga aparente no nimero de onda caracteristico da defor-
magio OH fenélico, pode-se supor que esse grupo interaja em
menor quantidade. A polarografia de pulso diferencial mostrou
que a interagio AH-metal depende da concentragio de ligante,
do pH e, em menor escala, do tempo. Sendo esses complexos
inertes, verificou-se que essa interagio é bastante forte. A ordem
de afinidade encontrada foi Fe(IIl) > Cu(Il) > Cd(Il), segundo as
técnicas utilizadas. O aumento de pH de 3,0 para 7,0 favorece
a interagdgo do AH com os fons Fe(IIl), Cu(Il) e Cd(II).
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