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Humic and fulvic acids were extracted from soil (Ilha de Cananéia, Sio Paulo, Brasil) with 0,5 N
NaOH solution, in the presence of nitrogen gas and then purified, lyophylised and methylated with
an ether solution of diazomethane. They were characterized by chemical analyses and IR spectra.
Pellets of KBr were prepared using quantitative analysis techniques and heated at 100°C for 4 hr
under vacuum. The results obtained indicate that hydrogen bonded C=O groups absorb in the 1620
em! region and that OH groups were not completely methylated with diazomethane.
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INTRODUCAO

H4 mais de 200 anos pesquisadores vém estudando as
substdncias himicas (S.H.) e apresentando teorias a respeito
da formagio, caracteristica e modelos de estruturas!-10, As
S.H. s3o classificadas em fungfo de parametros especificos
como solubidade em diferentes pH e mostram as seguintes
propriedades:

- as fragbes apresentam-se como misturas heterogéneas de
moléculas polidispersas, que se situam em intervalos de pesos
moleculares que podem variar de algumas centenas até milho-
es;S 8 11-13

- sdo normalmente de cor escura e de cardter acido;

- as'S.H. extraidas de solos apresentam variagGes na compo-
sigdo elementar que sdo mostradas na Tabela I.

Tabela I - Variagdes encontradas na composigio elementar da
S.H.12

S.H. Composicdo Elementar (% m/m)
[o] H (o] N S
4c. himico 53,8-58,7 3,2-6,2 32,8-38,3 0,84,3 0,1-1,5
ac. filvico  40,7-506 3,8-7,0 39.7-498 0,9-3.3 0,1-3,6

Devido & natureza heterogénea e complexa das substancias
humicas, apesar de esfor¢os dos cientistas da drea, pouco se sabe
sobre a origem destes dcidos, sintese, estrutura quimica e suas
fungbes no ambiente terrestre e aquatico.

O trabalho aqui apresentado corresponde ao estudo de dcidos
himico e fulvico e de seus derivados através da espectroscopia
de infravermelho (I.V.) e anélises quimicas de grupos funcionais.
As amostras foram extraidas de solo brasileiro (Ilha de Cananéia
- Litoral Sul de Séo Paulo), até o presente momento pouco es-
tudado. Realizou-se, durante o processo de preparagdo das pas-
tilhas e nos espectros de 1.V. obtidos, algumas medidas quanti-
tativas com o intuito de obter-se maiores informagdes.

PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Equipamentos
pH - metro Micronal, B-375, com eletrodo de vidro com-

binado.
Espectrofotémetro de 1.V. Perkin-Elmer, mod. 783.
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2.2. Coleta e Preparagio da Amostra para Extragao

As amostras de solos foram coletadas em depdsitos orga-
nicos de aproximadamente 1,20 m de profundidade, em sitios
localizados a aproximadamente 1.200 m do embarcadouro
pelo Mar Pequeno em diregdo ao Centro da Ilha. A Ilha de
Cananéia situa-se a 48° de longitude Oeste e 25° de latitude
Sul.

O solo foi caracterizado como jovem e de alto teor de ma-
téria organica.

ApGs secagem ao ar, o solo foi desagregado em almofariz
e passado em peneira de malha 60 AS. Amostras de aproxi-
madamente 400 g foram tomadas. A seguir o solo foi reidra-
tado e lavado com solugdo de HC1 0,5N, para extragdo de car-
bonatos e jons metalicos.

2.3. Extragdo, Fracionamento e Purificagdo

As substincias himicas foram extraidas como solugio de
hidréxido de sédio 0,5N em atmosfera de nitrogénio. O fra-
cionamento e a purificagio dos dcidos humicos e filvicos fo-
ram efetuados conforme procedimento mostrado na Figura 1.

2.4 - Analise de Grupos Funcionais

A acidez total que é a soma dos grupos COOH e OH fe-
nélicos, presentes nos dcidos hiimico e fulvico, foi determi-
nada pelo método do hidréxido de bariol4. A acidez referente
ao grupo carboxilico foi determinada pelo método do acetato
de célciol4, com algumas modificagSes introduzidas por
Holtzclaw e Sposito!3.

O teor de grupo carbonila foi determinado pelo método da
oximagdo!S,

Aplicou-se o método de Gran!? na curva de titulagio, em
todas as determinagdes, para encontrar o volume no ponto de
equivaléncia.

O grupo metoxila foi determinado pelo método de Ziesel!3,
j& modificado e adaptado para a escala semi-microl?. Deter-
minou-se inicialmente o conteido de grupo metoxila nos ici-
dos himico e filvico, que foram posteriormente metilados e
o grupo metoxila novamente quantificado. A diferenga entre
os valores de -OCH3 presente no material original e material
metilado foi mais um método utilizado para determinar a aci-
dez total das substancias humicas.
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AMOSTRA SECA

Extra¢do de Carbonatos e fons metdlicos - sol. de HCl 0,5N

Extragdo de Hiimus - sol. NaOH 0,5N em atmosfera de N2

-

Residuo

Fragio Sohivel - AH e AF
Centrifugagdo a 3.000 rpm

Acidificagdo a pH 2, centrifugagdo
a 8.000 rpm

=

Acido Filvico

Redugdo de volume em
rotaevaporador

Adigdo de etanol ao extrato
alcalino e filtragem

Lavagem do precipitado com
sol. etanol-dgua até teste

Acido Hiimico

Agitagdo com sol. de HCI-HF,
congelamento e descongelamento

Filtragem

|

Lavagem do AH com dgua destilada
até teste negativo de jons CI’

negativo de fons CI’

|

Redissolugio do AH em sol. de
NH;OH

Redissolugdo em dgua
destilada

Tratamento com resina Amberlite
IR - 120

Tratamento com resina
Amberlite IR - 120

Liofilizagao Liofilizagéo

ACIDO FULVICO ACIDO HUMICO

Figura 1. Esquema completo: extragdo, fracionamento e purificagdo
dos dcidos himico e filvico

2.5. Metilagao

Aproximadamente 100 mg dos dcidos humico e fiilvico fo-
ram dissolvidos em metanol e metilados exaustivamente, atra-
vés da adig@o lenta de diazometano recém produzido pelo dia-
zald (N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida). O solvente
foi evaporado em banho maria a 40°C. Os dcidos metilados
foram secos em dessecador a pressdo reduzida com pentéxido
de fésforo.

2.6. Espectroscopia na regiao de Infra Vermelho (I.V))

Os espectros de 1.V. das S.H. foram obtidos de pastilhas
preparadas com cerca de 200 mg de KBr, pulverizado e seco
a 110°C, e 0,5mg do material hiimico seco a 60°C por 4h.

As pastilhas de KBr dos é4cidos extraidos do solo sitio-2
superficie, foram preparadas conforme condigbes ideais para
evitar a interferéncia da umidade do ar sem provocar mudan-
¢as na estrutura da S.H., descritas por Stevenson e Goh20-
Com a finalidade de obter dados quantitativos desses espec-
tros de 1I.V,, procedeu-se conforme descrito a seguir, toman-
do-se alguns cuidados sugeridos por Pierre e Rouxhet?l,

Solugdes sélidas com KBr e amostra previamente pulveri-
zadas e secas foram preparadas, de concentragdo 2,50 x 1073g
de soluto/g de solugdio. Para tal pesou-se 5,00 x 103g da
substdncia himica para 1,99500 g de KBr, que foram pulve-
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rizados em gral de Agata. Para obter pastilhas de mesma es-
pessura tomou-se 2,0000 x 10-!g de cada mistura e submeteu-
se a pressdo de 10 tfcm?2, durante 5 minutos, em pastilhador
de 14 mm de didmetro. As pastilhas foram secas em pistolas
a 100°C por 4h.

Os espectros de LV. foram fotocopiados 10 vezes, e as
bandas de absorgdes recortadas e pesadas. As dreas das ban-
das foram calculadas com o valor médio das massas obtidas,
em fungdo da massa do papel de uma figura de drea conhe-
cida.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os espectros de L.V. obtidos para as amostras dos écidos
himicos e filvicos sdo respectivamente mostrados nas figuras
2e3.

A tabela II apresenta algumas bandas caracteristicas dos es-
pectros de I.V. e as respectivas atribuigdes a estas bandas ci-
tadas na literatura?2,

Tabela II. Principais regides de bandas de absor¢éo encontra-
das nos espectros de LV. dos écidos himicos e fiilvicos?223,

N2 de onda (cm'l) Atribuicdes

3450 - 3200 estiramento OH ligado por ponte de
hidrogénio de fendis, estiramento N-H,
contribuigdio OH alcodlico

2940 - 2840 estiramento assimétrico C-H de aliféticos

1725 - 1700 estiramento C=0 de grupos carboxilicos e
derivados, cetonas

~ 1650 estiramento C=0O de amidas (amida I)

1630 - 1600 estimmento C=C de anel aromadtico,
estiramento C=0 de cetonas conjugadas
(-CO-CH2-CO) ou (-CO-C=C-OH),
estiramento assimétrico de fons COO'".

~ 1530 deformagédo angular N-H de amidas (amida ).

1400 - 1380 deformagdo angular OH e estiramento C-O
de fendis, deformag@o angular C-H de
grupos CHz, CH3 e estiramento simétrico de
ion COO"

1280 - 1200 estiramento C-O

« TRANSMITANC'A

NUMERO DE ONDA fem™'}

Figura 2. Espectros de LY. dos dcidos himicos extraidos do solo.
Figura: (A) AH - Sitio 2 (sup), (B) AH - Sitio 2(1,0m) (C) AH - Sitio
5 (sup), (D) AH - Sitio 5 (1,2m).
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Figura 3. Espectros de LV. dos dcidos filvicos extraldos do solo.
Figura: (A) AF Sitio-2 (sup.), (B) AF Sitio - 2 (1,0m)

Os espectros de 1.V. apresentavam bandas largas, com as
regides de absorgdo de cada grupo funcional indefinidas, co-
muns nos espectros de I.V. das S.H., que pode ser atribuido
a extensiva superposigdo de absorgdes individuais.

Na figura 4 apresentamos os espectros de I.V. dos dcidos
himico e fillvico metilados com diazometano.

Os écidos humico e fillvico metilados apresentaram 19,6%
e 20, 94% respectivamente de grupos metoxilas.

A banda larga de absorgio na regiio de 3300-3400 cm'l
pode ser atribuida ao estiramento da ligagdo OH, ligado por
ponte de hidrogénio?2. O espectro do material metilado, cuja
pastilha foi seca a 100°C por 4 h, mostrou absorgio residual
na regido de 3400 cm’!, Figuras 4 e 5. Esta pode ser causada
por estiramento da ligagdo N-H efou O-H de dlcoois e outros,
resistentes a metilagéo.

As bandas de absorgdes na regido de 2900 cm™! mostradas
nos espectros de 1.V. das Figuras 2 e 5 sdo atribuidas a liga-
¢do C-H de hidrocarbonetos aliféticos, sendo mais intensa em
algumas amostras. Esta absorgdo como a que ocorre na regido
de 1400 a 1380 cm"! aumenta no material metilado, Figuras
4 e 5, devido a introdugdo de grupos CHs.

A absorgio devida a ligagdo C-H de anel aromadtico, geral-
mente ocorre em fregiiéncias acima de 3000 cm’!; a auséncia
de banda nesta regido pode ser causada pela alta substituigio
dos anéis aromdticos, ou pelo mascaramento através da banda
larga resultante do estiramento da ligagio OH?2. A alta subs-
tituigio dos anéis parece ser a explicagdo mais razodvel, uma
vez que, os espectros de LV. ndo apresentaram bandas de ab-
sorgdes abaixo de 900 cm’! também caracteristicas de anéis
aromaéticos.

A pronunciada banda de absor¢do em torno de 1700 cm!
observada nos espectros de 1.V. dos dcidos humicos e fiilvi-
cos, Figuras 2 e 3, pode ser atribuida ao estiramento da liga-
¢do C=0 de grupos carboxilicos e de cetonas?®. Stevenson??
observou que a banda diminui consideravelmente quando a
substincia himica é convertida em sal, evidenciando que a
maior parte da absorgdo nesta regido ¢ causada pelos estira-
mentos da ligagdo C=O de grupo COOH, e que cetonas ou
aldeidos podem ser os responsdveis pela absorgdo residual.
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Figura 4. Espectros de 1.V. dos dcidos metilados abtidos por pastilhas
de KBr secas a 100°C por 4h. Figura: (A) AH-sitio 2 (sup), (B) AF
- sitio 2 (sup)
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Figura 5. Regido do espectro de L.V. que foi obitido por pastilha de
KBr seca a 100°C por 4h. Figura A - dcido himico, B - dcido himico
metilado, C - dcido filvico, D - dcido fiilvico metilado.

A presenga das fungdes cetona e aldeido, nas substancias
himicas, foi confirmada pela determinagio quantitativa do
grupo carbonila pelo método da oximagao, valores mostrados
na Tabela III.

A banda de absorgao referente ao estiramento C=0 no es-
pectro de 1.V., se deslocou de 1705 cm! para 1720 ecm™ no
material metilado, pois C=0 de ésteres absorvem geralmente
em regides mais alta do que os 4cidos. As bandas de absorgiio
referentes ao estiramento C=0 do 4cido, bem como, do éster

Tabela IIl. Andlise dos grupos funcionais contendo oxigénio nos dcidos humico e fiilvico

Amostra Acidez total Acidez total | CO2H| JOH’ | 4cido |C=0| JOCH3 | |OCH3| apds
det. com det. através do a metilagdo
Ba(OH)2 grupo OCHs
meq. g/g do material
AH-sitio 2 (sup) 7,40 6,05 3,60 3,80 1,95 1,12x10°! 6,16
FA-sitio 2 (sup) 8,45 6,70 3,89 4,56 1,85 4,88x10 6,75
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Tabela IV. Andlises elementares e razdes atGmicas para os dcidos himicos e fiilvicos.

AMOSTRA Anilise elementar (% m/m) Razdio atdmica

C H N S o* C/H Clo C/IN
AH-Sitio (sup.) 53,30 3,86 1,91 1,05 39,88 1,16 1,78 32,54
AH-Sitio 2(1,0m) 54,09 3,79 2,16 N.D. 39,96 1,20 1,80 29,20
AH-Sitio 5(sup.) 5041 3,86 2,00 N.D. 43,73 1,10 1,44 29,39
AH-Sitio 5(1,2m) 50,62 3,82 3,96 N.D. 41,60 1,11 1,62 14,91
FA-Sitio 2(sup.) 45,20 3,48 2,13 1,07 48,12 1,09 1,25 24,75
FA-Sitio 2(1,0m) 44,93 340 2,11 N.D. 49,56 1,11 1,21 24,83
AH-Sitio 2(sup.ymet 61,22 4,98 1,10 N.D. 32,70 1,03 2,49 64,90
FA-Sitio 2(sup.)met 51,81 4,42 1,92 N.D. 41,85 0,98 1,65 36,31

* Valores obtidos por diferenga para 100%.

apresentam-se em regides mais baixas que o normal, o que
pode ser atribuido 4 conjugagdo do grupo com outras ligagGes
duplas na molécula ou mesmo com anéis aromaticos.

A absorgio na regido de 1630 a 1600 cm'!, nos espectros
de LV. de substincias himicas, é normalmente atribuida a vi-
bragdo envolvendo o estiramento das ligagdes C=C de anel
aromético?2:24, Entretanto, poderia ser atribuida a ligagdes du-
plas de alcenos conjugados e a ligagdes C=0O de quinonas,
que absorvem entre 1690 a 1635 cm!, mas podem deslocar
para frequéncias menores quando ligados por pontes de hidro-
génio?2, Com a metilagio dos grupos OH a banda referente a
absor¢do do estiramento C=0 de quinona deveria absorver na
regido de 1690 a 1635 cm’l, devido a auséncia de pontes de
hidrogénio. No entanto, os espectros de I.V. dos dcidos meti-
lados, Figura 4, nio apresentaram bandas de absorgdo nesta
regido.

Os espectros de I.V. dos 4cidos humicos estudados foram
classificados como do tipo I, ndo apresentaram bandas em tor-
no de 1650 cm! (estiramento C=0 de amidas) ¢ em 1530
cm’! (deformagdo N-H de amida), que sdo bandas caracterfs-
ticas de espectros de LV. do tipo III?2, Pain e outros?3, ob-
servaram estas bandas nos espectros de 1.V. de melaminas
produzidas por fungos isolados de solos, e n3o as encontraram
nos espectros de 1.V. de 4cidos himicos extraidos de solos.

Os espectros de 1.V. dos 4cidos metilados apresentaram em
relagdo aos espectros de I.V. do material original, um aumento
da drea da banda de absorgio em 1720 em'!, acompanhada
por um concomitante decréscimo da drea da banda de absor-
¢do em 1620 cml, conforme a Figura 6.

TRANSMITANCIA
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Figura 6. Altera¢bes de dreas das bandas dos espectros de LV.
Figura: (A) dcido himico e dcido himico metilado, (B) dcido filvico
e dcido fiilvico metilado.
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Isto ja foi observado por outros pesquisadores??:24 e virias
explicagbes tém sido dadas, incluindo-se:

1. Alguns grupos C=0 de 4cidos carboxilicos ligados por pon-
tes de hidrogénio poderiam estar absorvendo em 1620 cm’},
com a metilagio os ésteres formados passariam a absorver em
frequéncia mais alta, 1720 cmL.

2. Faner e Morrison?5 sugerem que ocorre na verdade uma
alteragio no formato da banda de absorgio em 1720 cm'l,
pois o estiramento C=O de 4cidos carboxilicos devido aos vi-
rios graus de ligagdes por pontes de hidrogénio, apresentam
banda absorgdo muito larga, enquanto os produtos esterifica-
dos absorvem numa faixa mais estreita, resultando em uma
banda fina e intensa.

3. Eliminando-se a contribui¢do dos fons carboxilatos na ab-
sor¢do em 1620 cm-!, pela metilagio, os ésteres formados
iriam absorver na regido de 1720 cm’L.

Acreditamos ser a primeira hipétese a mais provével, de-
vido as observagdes feitas por Baes e Bloom?%, de que o es-
tiramento C=0 de compostos como os 4cidos salicilicos e
2,4-dihidroxibenzéico absorvem em 1660 e 1650 cm™! respec-
tivamente, enquanto, o estiramento C=O do 4cido 1,3-benze-
nodicarboxilico que ndo faz ponte de hidrogénio intramolecu-
lar, absorve em 1720 cm’!. Se deslocamentos na frequéncia
de absor¢io da ordem de 60 a 70 cm’! ocorrem em relagio &
absorgdo da carboxila de compostos muitos simples, parece-
nos que seria possivel que deslocamentos da ordem de 100
cm! possam ocorrer nas substancias himicas.

Com os resultados obtidos neste trabalho, para as dreaes
das bandas em 1720 cm’! e 1620 cmt, a Figura 6, rejeitamos
a segunda explicag3o.

Quanto 4 terceira hipétese entendemos que o fon carboxi-
lato nfo possa reagir com o diazometano, considerando que
a reagdo de metilagdo envolve a transferéncia de um préton
dcido para a base, ver reagdo 1.

Os valores mostrados na tabela III indicam que o dcido ful-
vico possui um maior contetido de grupos OH fendlicos e

ar 2~ . o "
RCOOH + GHgN=N ——» R-C-0" + HC-NaN —» RccHy + n=v

uma acidez total superior ao dcido himico. Os valores obtidos
para a acidez total pelo método do hidréxido de bério sdo su-
periores aos obtidos através do grupo metoxila. Considerando
verdadeiros os valores da acidez total fornecidos pelo método
do Ba(OH)y, a percentagem de grupos OH 4cidos, que foram
metilados, no dcido filvico foi ligeiramente inferior a do 4ci-
do himico, 79 e 82% respectivamente. Segundo Baes e
Bloom?% h4 um maior niumero de grupos OH fendlicos, liga-
dos por pontes de hidrogénio, no acido fulvico do que no é&ci-
do humico. Estes dados mais o fato de que os espectros de
LV. dos 4cidos metilados, Figuras 4 e 5, apresentam banda de
absor¢@o na regido de 3400 cm!, evidenciam que os grupos
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OH ligados por pontes de hidrogénio apresentam resisténcia
& metilagdo com diazometano.

O 4cido fulvico apresentou de acordo com os valores da
tabela IV cerca de 16% menos dtomos de carbono, 10% me-
nos 4tomos de hidrogénio e 18% mais dtomos de oxigénio do
que o 4dcido himico. Estes resultados e os mostrados na tabela
III evidenciam o menor peso molecular do dcido filvico em
relagdo ao 4cido himico, e maior grau de substituigio por
grupos dcidos (OH, COOH).
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