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RESUMO

De ocorréncia comum nos solos, as nanoparticulas desempenham importante papel
em processos relacionados a génese, aos ciclos biogeoquimicos dos elementos, ao
transporte e biodisponibilidade de elementos quimicos e, em alguns casos, o destino
final de nutrientes e contaminantes naturais ou antropogénicos dos solos. A percepcéao
de que estes minerais tem seu tamanho em escala nano pressupfe superficie
especifica elevada, o que pode aumentar a adsorcéo de fosforo, carbono, em algumas
situacOes de arsénio, entre outros compostos e anions. Para estudar estas particulas
€ necessario separa-las do solo, o que foi feito, com sucesso, a partir de uma
sequéncia de processos de dispersédo e centrifugacdo. O mapeando quimico deste
material realizado com MET e EDX, mostrou coincidéncia em varios mapas da
presenca do P associado a ocorréncia dos oxidos de Fe e Ti, particularmente Hematita
e Anatasio. A partir dos dados do DRX foi possivel calcular o tamanho dos cristais de
caulinita e hematita do material < 100 nm e na fracdo argila, isto é, <2000 nm, 16,6 e
25,7 nm respectivamente. Para hematita as medidas foram 13,3 e 21,3 nm na fragéao
nano e na fracao argila respectivamente. O anatasio e a gibbsita s6 apareceram na
fracdo entre 2000 e 100 nm, no DRX. Importante destacar que mesmo em escala
nanomeétrica os o6xidos de ferro, no caso a hematita apresentam estrutura interna bem
definida. A distribuicdo do P, considerando as nanoparticulas mostrou associa¢cdo com

oxidos de Fe e Ti, o que merece ser melhor avaliado.

Palavras-chave: cerrado; hematita; caulinita; fosforo; MEV; HR-MET; raios-x.



ABSTRACT

Naturally occurring in soils, nanoparticles play an important role in processes related
to genesis, biogeochemical cycles of the elements, transport and bioavailability of
chemical elements and, in some cases, the final destination of nutrients and natural or
anthropogenic contaminants of soils. The perception that these minerals have their
size at nano scale presupposes high specific surface, which can increase the
adsorption of phosphorus, carbon, in some arsenic situations, among other
compounds and anions. To study these particles it is necessary to separate them from
the soil, which has been successfully done from a sequence of dispersion and
centrifugation processes. The chemical mapping of this material performed with TEM
and EDS showed a coincidence in several maps of the presence of P associated with
the occurrence of Fe and Ti oxides, particularly Hematite and Anatase. From the XRD
data it was possible to calculate the size of the kaolinite and hematite crystals of the
material <100 nm and in the clay fraction, that is <2000 nm, 16.6 and 25.7 nm,
respectively. For hematite the measurements were 13.3 and 21.3 nm in the nano
fraction and in the clay fraction respectively. Anatase and gibbsite only appeared in the
fraction between 2000 and 100 nm, on XRD. It is important to note that even in
nanometric scale the iron oxides, in the case the hematite has a well defined internal
structure. The distribution of P, considering the nanoparticles, showed an association

with Fe and Ti oxides, which deserves to be better evaluated.

Keywords: savannah; hematite; kaolinite; phosphorus; SEM; HR-TEM; x-ray.
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1 INTRODUCAO

Durante o estagio de pos-doutoramento, realizado no Museu de Historia Natural
de Londres (Natural History Museum-NHM), a observacéao detalhada do solo colocou
em foco algumas questdes relacionadas a sua mineralogia. Em andlises morfoldgicas,
conduzidas em microscopia eletronica de varredura, realizadas em agregados e
microagregados do solo (Latossolo Vermelho), foi possivel observar a presenca de
caulinitas e sabendo que a cor do solo € vermelha, esperava-se observar também a
presenca dos Oxidos de ferro, que num Latossolo Vermelho supostamente seriam
hematitas e, a depender do material de origem poderiam ser encontrados cristais de
maghemita. No entanto, nos difratogramas de raios — x identificou-se a presenca de
hematita e em alguns casos também de maghemita, porém, nas imagens produzidas
na microscopia eletrdnica de varredura (MEV), nao foi possivel identificar a presenca
dos mesmos nos agregados do solo.

Embora sabendo que seu tamanho seria inferior ao da caulinita, a completa
auséncia destes nas imagens obtidas na MEV nos levou a aprofundar as
investigagbes para identificagdo morfologica destes oxidos de ferro, dentro da
perspectiva da tentativa, decidiu-se pela remocéo dos 6xidos de ferro por meio de
tratamento quimico (ditionito-citrato-bicarbonato-DBC). Ap6s remocao dos possiveis
oxidos de ferro presentes, amostras tratadas com DBC e nédo tratadas foram
examinadas em microscopia eletronica de transmissao (MET), onde de fato constatou-
se a presencga dos oxidos de Fe, porém na forma de “agregados”. Estando os 6xidos
de Fe floculados néo foi possivel detalhar sua morfologia, nem avaliar suas dimensdes

corretamente.

Voltando ao processo de disperséo na tentativa de individualiza-los para estudo
morfologico, observou-se que os Oxidos de ferro, neste caso hematitas,
acompanhados por outros oOxidos, anatasio-TiO2, por exemplo, e da caulinita
(aluminossilicato), floculavam rapidamente, o que se atribuiu as cargas negativas e

positivas presentes.

Outra tentativa, remover com peréxido de hidrogénio (H202) a matéria organica,
e novamente observar as amostras no MET. No entanto, apds remoc¢édo da matéria
organica, a amostra ficou ainda mais floculada, ndo permitindo a montagem

adequada, necessaria a avaliacdo na MET.
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Por fim, frente a minerais tdo pequenos, passou-se a questionar sua
cristalinidade e com auxilio de um microscépio eletrénico de transmissao de alta
resolucao (HR-TEM FEI TECNAI operando em 200 kv) foi possivel verificar que estes
minerais apresentam tamanho na escala nano, tem estrutura cristalina bem definida,

apenas o didametro de seus cristais é muito pequeno.

A percepgdo de que estes minerais tem seu tamanho em escala nano
pressupde superficie especifica elevada, o que pode aumentar a adsorcéo de fésforo
(fosfatos), de carbono, em algumas situacGes de arsénio, entre outros compostos
organicos e anions. Mapeando este material com EDX, para alguns elementos
quimicos, notou-se coincidéncia em varios mapas da ocorréncia de fésforo associada
a ocorréncia dos 6xidos de Fe e Ti, particularmente Hematita e Anatasio. E cedo para
afirmativas, mas cabe dar continuidade a investigacdo, que neste projeto teve por
objetivo caracterizar as nanoparticulas de Oxidos de ferro presentes no Latossolo
Vermelho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

No sistema internacional de Unidades o prefixo nano significa 1x10°, isto é,
um nanometro representa a bilionésima parte do metro, dificil de imaginar quéo
pequenas podem ser estas particulas (SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES -
Sl, 2012). O termo nanometro (nm) passou a ter grafia sem acentuacao desde 2013
e sua pronuncia tem a silaba ténica no mé (BRASIL, 2013) e o termo nanotecnologia
€ utilizado para descrever tecnologias que lidam com objetos cujos tamanhos variam
de 1 a 100 nm, em pelo menos uma de suas dimensdes (QAFOKU, 2010).

Para se ter referéncias quanto ao tamanho pode-se fazer algumas
comparagdes com objetos conhecidos, por exemplo, um fio de cabelo tem entre
50.000 e 100.000 nm de largura, uma folha de papel tem aproximadamente 100.000
nm de espessura, o diametro de uma estrutura de DNA tem 2,5 nm (National
Nanotechnology Initiative - NNI, 2008). Particulas para serem inseridas nesta escala
(nano) devem ter ao menos uma de suas dimensées em tamanho nanométrico
(HOCHELLA et al., 2008).

Materiais minerais fazem parte desta nanoescala e podem apresentar
comportamento fisico e quimico Unicos, 0s quais ndo podem ser descritos por meio
de analises do sistema como um todo, uma vez que, esta escala de tamanho pode
influenciar a estrutura cristalina, a estabilidade, a reatividade, propriedades éticas,
magnéticas, entre outras, fazendo com que determinados materiais apresentem
comportamento distinto, quando em tamanho maior (WAYCHUNAS; KIM; BANFIELD,
2005; MAURICE; HOCHELLA, 2008; PLATHE et al., 2010; TSAO; CHEN; WANG,
2011), o que pode ocorrer com 0s minerais encontrados nos solos, pois muitas de

suas propriedades séo influenciadas pela superficie especifica -SE.

A SE influencia propriedades das nanoparticulas e processos do solo, como
adsorcdo de contaminantes, retencdo de agua, reacbes quimicas, entre outros
(PENNELL, 2016), indicando que estes processos e muitos outros variam com o

tamanho das particulas presentes no solo (Figura 1).

Hochella et al. (2008) fazem distin¢cao entre os termos nanoparticulas minerais
e nanominerais. Nanominerais é o termo utilizado para minerais que sé existem no

intervalo de tamanho de 1 a 100 nm, ou seja, 0s hanominerais nao serao encontrados
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em tamanhos maiores, enquanto as nanoparticulas minerais representam espécies
minerais que existem tanto na fracdo <100 nm quanto maior, este grupo inclui a

maioria dos minerais conhecidos.

Figura 1. Representacdo esquematica do aumento da superficie especifica em

acordo com a reducéo no tamanho das particulas, para o mesmo volume (1 cm?3).

=
1cm
1em 1.4 '£~\ "’».'
Superficie Especifica
6 cm? (aresta =1 cm) o o
Superficie Especifica

60 cm? (aresta =1 mm)
Superficie Especifica
60.000.000 cm? (aresta =1 nm)

Fonte: Adaptado de National Nanotechnology Initiative - NNI (2017).

As nanoparticulas coloidais inorgéanicas e organicas (1-1000 nm) em sistemas
naturais, como solos, aguas subterraneas, coOrregos, rios, lagos, oceanos, e na
atmosfera desempenham papel importante no processo de circulacao de nutrientes e
poluentes, bem como no ecossistema (BUFFLE; PERRET; NEWMAN, 1992; SETA,
KARATHANASIS, 1996; WAYCHUNAS, 2001; BISWAS; WU, 2005; HOCHELLA et
al., 2008; NAVROTSKY; MAZEINA; MAJZLAN, 2008).

Nanoparticulas naturais observadas por Hochella et al. (2005), possuem alta
capacidade de sorcéo para Zn, As e Pb, incluindo os 6xidos Al, Fe e Mn, enquanto
Mayo et al. (2007) relataram que, em testes, particulas de magnetita de 12 nm foram,
praticamente, 200 vezes mais eficazes na remocéo de As (Ill) e As (V) da agua do
gue particulas maiores (20 e 300 nm), indicando efeitos significativos dependentes do

tamanho da particula.

Com ocorréncia comum nos solos, as nanoparticulas desempenham papéis

importantes aos ecossistemas (WIESNER et al., 2009). Processos relacionados a
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génese dos solos, aos ciclos biogeoquimicos de elementos tracos, especiacao,
transporte e biodisponibilidade de contaminantes dos solos controlam direta ou
indiretamente a mobilidade e, em alguns casos, o destino final de espécies quimicas
aquosas (adsorvidas ou precipitadas), nutrientes e contaminantes naturais ou
antropogénicos em ecossistemas terrestres (WILSON et al., 2008; QAFOKU, 2010).

Esses processos podem alterar a mineralogia do solo, a superficie e/ou
caracteristicas morfoldgicas internas dos minerais, por meio da dissolucéo seguida da
precipitacdo de uma neofase, pode modificar as propriedades quimicas da superficie
da matriz do solo (adsorcdo e dessorcdo) ou manipular a especiacdo quimica
(gradientes de concentracdo) e a valéncia (oxidacdo e reducdo) de nutrientes ou
contaminantes (QAFOKU, 2010). No solo também podem ser encontradas
nanoparticulas manufaturadas para aplicagdes ambientais, como as de o6xidos de
ferro, as quais se mostraram eficientes na descontaminacdo de poluentes organicos
persistentes (POP) e arsénio (ZHANG, 2003; WAYCHUNAS; KIM; BANFIELD, 2005).

De um modo geral, os estudos de solos envolvem discussdes sobre suas
fracOes areia, silte e argila, definindo a fracao argila como aquela que abriga particulas
com diametro < 0,002 mm ou < 2 um ou < 2000 nm, dentro desta fracdo estéo incluidas
as nanoparticulas (< 100 nm), que poderiam ser citadas como parte da fracao coloidal
(<2000 nm), ou seja, da fragdo < 1000 nm (THENG; YUAN, 2008).

Muito embora a mineralogia das argilas seja bastante estudada e conhecida, a
caracterizacdo das menores particulas dentro desta fracdo, isto €, a caracterizacao
das nanoparticulas € um desafio crescente, uma vez que estas sdo comuns no
ambiente terrestre e sdo consideradas as componentes mais reativas em sistemas
naturais (TSAO; CHEN; WANG, 2011). No entanto, muito precisa ser estudado para
se ter pleno conhecimento sobre sua importancia e comportamento. Nanoparticulas
de oxi-hidroxidos de Fe, Mn, de argilas silicatadas, tanto no estado cristalino como
amorfas, além dos colbéides organicos sdo comuns no solo (THENG; YUAN, 2008;
PLATHE et al., 2010).

A separacédo e a coleta de nanoparticulas do solo séo processos importantes
na pesquisa sobre sua natureza e propriedades fisico-quimicas. No entanto, coletar
nanoparticulas em sistemas naturais, com alta eficiéncia € um desafio, pois

geralmente estas floculam formando agregados muito rapidamente ou interagem com
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outros minerais formando peliculas, como coberturas superficiais, comportamento
atribuido a sua grande superficie especifica e elevada reatividade (BUFFLE;
PERRET; NEWMAN, 1992; WILSON et al., 2008; TSAO; CHEN; WANG, 2011).

De um modo geral, dentre as nanoparticulas do solo, as silicatadas tém sido as
mais estudadas, no entanto os oOxidos de ferro e hidroxidos de aluminio também
precisam ser considerados, uma vez que sdo relevantes para a analise da estrutura e
composi¢cdo do solo (WILSON et al., 2008), por sua associacdo com a matéria
organica e em algumas situacdes pela liberacdo de Al (GIASUDDIN; KANEL; CHOI,
2007), bem como pela possibilidade de adsorver P, entre outros. WILSON et al.,
(2008), relataram a importancia das nanoparticulas na retencdo de enzimas no solo,
e citam que mesmo em pequena quantidade (< 0,1 %), estas nanoparticulas podem
controlar processos, chamando atencéo, mais uma vez, para a superficie especifica

como controladora de processos do solo.

Novos conhecimentos, gerados a partir do entendimento do comportamento
das nanoparticulas naturais do solo e de suas propriedades, irdo adicionar
contribuicbes ao entendimento de processos como ciclagem de nutrientes e
contaminantes, adsorcdo e dessorcdo de elementos quimicos importantes para

nutricdo de plantas ou poluentes, entre outros.

Para aumentar a compreensdo da ocorréncia, impacto e comportamento das
nanoparticulas no ambiente, muitas técnicas tém sido utilizadas para identificar e
caracterizar a presenca e os efeitos das nanoparticulas nos solos. Esses parametros
de caracterizacdo incluem distribuicdo de tamanho, morfologia, area superficial,
analises quimicas e/ou identificacdo das fases minerais presentes nas nanoparticulas,

entre outras.

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) combinada a outras técnicas
analiticas mostrou-se eficiente no entendimento da distribuicdo de tamanho, estrutura
e outras propriedades das nanoparticulas naturais (HOCHELLA et al., 2005; YARON-
MARCOVICH et al., 2005; LEAD; WILKINSON, 2006; BAALOUSHA; LEAD JR., 2007;
MAURICE; HOCHELLA, 2008; WAYCHUNAS; ZHANG, 2008; WILSON et al., 2008).

A estrutura atdmica das nanoparticulas cristalinas pode ser determinada na

MET, acoplada a difracdo de raios-x, de uma é&rea selecionada. Combinado com



16

informacgdes quimicas, isso permite a determinacdo direta da fase mineral de
nanoparticulas individuais. A MET, quando acoplada com o espectrometro de raios-x
(EDX) de energia dispersiva e outras analises, passa a ser uma das melhores opcfes
a deteccgao de nanoparticulas como o “black carbono” e as nanoparticulas amorfas de
composicao mista nos solos (LU; SUN; ZONG, 2013).

Essa técnica (MET acoplada a espectrdmetro de raios-x — EDX) sédo bastante
utilizadas em ciéncias dos materiais, mas pouco utilizadas na nanogeosciéncia
(HOCHELLA et al., 2008), fazendo da analise das nanoparticulas naturais do solo um
desafio, ainda hoje, embora as nanoparticulas do solo sejam abundantes e
importantes o conhecimento de sua morfologia, composi¢cao quimica e estrutura ainda

é limitado na literatura.

N&o existem dados sobre a ocorréncia de nanoparticulas naturais em
Latossolos do Cerrado, embora seja reconhecido o fato destes solos serem maduros,
de ampla distribuicdo e apresentarem em sua composicdo mineralégica caulinas e
oxi-hidroxidos de ferro e aluminio, em estado cristalino. A andlise da composicéo e
estrutura das nanoparticulas podera contribuir para elucidar questdes relativas a

adsorcéo de P, manutencdo da matéria organica no solo, estruturacao, entre outras.

O objetivo deste trabalho foi determinar a estrutura, composicdo mineralogica

e guimica de nanoparticulas de 6xidos de ferro de um Latossolo Vermelho.
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3 MATERIAL E METODOS

O solo foi amostrado em locais de vegetacédo natural (Cerrado/Cerradéo), no
municipio de Selviria (MS), sob coordenadas geograficas 20° 22’ de latitude Sul e 51°
22’ de longitude Oeste, onde o clima, segundo classificacdo de Képpen €é do tipo Aw
(inverno seco e verdo chuvoso), com médias de temperatura e precipitacdo da ordem
de 23,7 °C e 1352 mm, respectivamente (http://www.agr.feis.unesp.br/clima.php). A
altitude média local € de 335 m e o solo foi classificado como Latossolo Vermelho
Distréfico tipico (MALTONI, 1994; atualizado em acordo com EMPRESA BRASILEIRA
DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2013), com textura média.

As amostras de solo foram coletadas na camada de 0,0 a 0,05 m de
profundidade, para coleta foram utilizadas 03 areas experimentais previamente
delimitadas na reserva de Cerrado (parcelas de 20 x 30 m). Dentro de cada uma
destas areas foram coletas amostras compostas (10 amostras simples) para
realizacdo das analises, onde o preparo do solo seguiu 0 padrédo de secagem ao ar, e

peneiramento em malha de 2 mm.

Amostras indeformadas, simples e com 10 repeti¢cdes, foram coletadas nas
areas delimitadas e na mesma profundidade, que as anteriores, porém estas foram
utilizadas para separacédo de agregados, seguida de avaliacdo de sua estabilidade
(NIMMO; PERKINS, 2002). Os agregados separados foram reservados para
observacdo ao microscopio eletrénico de varredura — MEV. Para isto as amostras
foram recobertas com ouro e paladium (10 nm) e entdo analisadas em MEV no
microscopio eletrénico “Carl Zeiss Ultra Plus Field Emission” para observagao da
morfologia (WHITE, 2008).

Nas amostras simples determinou-se:

O pH do solo com pHmetro na proporcédo 1:2,5 solo/agua (EMBRAPA, 2011), a
textura foi determinada pelo método da pipeta (EMBRAPA, 2011), o carbono organico
foi determinado pelo método de oxidacdo umida (Walkley Black), adaptado por Raij et
al. (2001).

Os oOxidos de Fe livres foram extraidos pelo método do ditionito-citrato-
bicarbonato (SHANG; ZELAZNY, 2008) e o contetdo de Fe foi determinado por
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Espectroscopia de emissédo atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

em um Thermo iCap 6500 Duo.

O solo apresentou pH = 4,6; portanto um solo acido, de textura média (608; 90
e 302 g kg de areia, silte e argila, respectivamente), contetido de matéria organica

de 19 g kg e Fepsc) = 52 mg kg

A fracdo argila foi separada do solo apds tratamento com H20:2 (30%), em
banho-maria, para remocao da matéria organica (SOUKUP et al., 2008), passou por
processo de dispersdao em banho de ultrassom (frequéncia de 45 kv), durante 60

minutos, e peneiramento (53 um) para retirada da fragao areia.

A fracao argila foi colocada em provetas de 1000 mL, de onde foi coletada pelo
sifonamento do sobrenadante, seguindo os preceitos da Lei de Stocks (HARRIS;
WHITE, 2008).

O sobrenadante coletado foi seco em estufa com circulagéo for¢cada de ar (60
°C). Apoés estar completamente seco, este material (fragcdo argila) foi moido,
manualmente em almofariz de agata e passado em peneira de 0,25 mm, para

armazenamento.

A partir deste material procedeu-se a analise de raios-x (HARRIS; WHITE,
2008), realizada a partir do p6, no equipamento “Enraf-Nonius Powder Diffraction

System 120 (PDS 120)“, para identificagdo de fases.

Parte desta argila passou por processo de re-suspensdo em agua destilada
(Temperatura da agua = 20 °C). Para isto 1g 50 mL* de argila foram levadas ao banho
de ultrassom (45kv) por 60 minutos. Este material foi preparado para avaliagdo em
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). A mesma quantidade de amostra foi
levada ao banho-maria e tratada com dithionito-citrato-bicarbonato (DBC), para
remocgao dos oxidos de ferro livres de acordo com Shang e Zelazny (2008) e na
sequéncia foi preparada para avaliacdo em MET (Hitachi H-7100, que permite
aumentos de 1000 a 300.000 vezes).

Com as amostras de argila separadas, secas, pulverizadas, passou-se ao
processo de preparo da amostra para separagdo das particulas < 100 nm, o que foi
feito por uma sequéncia de centrifugagcdes (60 minutos a 4000 rpm ou 3230G) e re-
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suspensdes da amostra em agua destilada (agua ultra purificada — MilliQ water), em
gue foram feitas 10 extracOes, para conseguir preparar as amostras para a MET e a
suspensdo mais estavel foi obtida a partir do material sem tratamento com H20:2
(Figura 2).

Figura 2. Aspecto visual da suspenséo (a) apds 5 ciclos de centrifugacdo e (b) 09
meses depois.

I A |
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L .

Cerrado

Fonte: Elaboracao do préprio autor.

Durante o processo de separacdo das particulas utilizou-se a técnica do
Espalhamento Dinamico de Luz-DLS (Dynamic Light Scattering, DLS), para checar se
a separacdo havia sido bem sucedida. Assim, foram necessarias 10 sequéncias

suspensao/extracdo para se ter na suspensao predominio de particulas < 100 nm.

O tamanho, a morfologia, a composi¢cao quimica e as fases minerais presentes
nas nanoparticulas foram determinadas em MET de alta resolucdo (HR-TEM) em FEI
Tecnai F20 TEM/STEM, equipado com espectroscopia de energia dispersiva de raios-
x (EDX) da Oxford 1INCA, Oxford, UK.

Para preparo das amostras, uma gota da suspenséo foi colocada sobre o porta
amostra, no caso, um gride de cobre préprio para analise em MET (3 mm diametro e
100 quadriculas), coberto por Carbono, este permaneceu em capela de fluxo laminar

até secar, sendo as imagens coletadas com o microscépio operando a 200 kV.

Para caracterizacao estrutural das nanoparticulas foram selecionadas, no grid,
areas onde foi possivel individualizar as particulas. O latice de resolucdo do
equipamento utilizado € 0,19 nm e as imagens obtidas foram avaliadas com ajuda do
software livre Image J (RASBAND, 1997).
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Este material também foi analisado por difracdo de raios-x usando radiacao
CuKa (40 kV, 40 mA), com varredura de 1 °6 por minuto na regido de 4 a 40 °0 e,

utilizando a equacéo de Scherrer, foi possivel calcular o tamanho das particulas.

Equacéo de Scherrer:

D = KA
el = B cos (08)

Onde, D=diametro médio das particulas;
K=constante que depende da forma das particulas (esfera = 0,94);
A= comprimento de onda da radiacdo eletromagnética;
6= angulo de difragéo; e

B= 26= largura na metade da altura do pico de difracao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Microagregados do solo (0,250 a 0,105 mm e 0,105 a 0,053 mm de diametro)
e algumas feicoes observadas detalhadamente em MEV (Figuras 3 e 4) permitiram
identificar a presenca de graos de tamanho areia isolados, bem como agregados
envolvidos por raizes/hifas de fungos. O detalhamento de algumas imagens permitiu
identificar a presenca da caulinita, que é abundante neste solo, estando em torno de
74 %, seguida de 9 % de hematita, 5 % de gibbsita; 1 % de maghemita e 11 % de
amorfos, com valores mais elevados nos agregados em relagéo ao solo com um todo.
No solo foram relatados 76% de caulinita, 12 % de hematita, 3 % de gibbsita; 3 % de
maghemita e 3 % de goethita, restando 3% de amorfos, apenas (MALTONI, 1994;
MALTONI; MELLO; DUBBIN, 2017).

Figura 3. Imagens de agregados do solo (a) e (b) 0,105 a 0,053 mm de diametro e
aumento de 100 e 300 vezes, respectivamente, e (c) 0,250 a 0,105 mm de diametro e
aumento de 300 vezes, obtidas em microscopia eletrénica de varredura (MEV), com

diferentes aumentos (Escala 100 pum).

Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

A abundancia em caulinita no solo e sua morfologia bem conhecida, formato
hexagonal e as vezes um pouco arredondada (MELO et al., 2001), contribuiram para
sua identificacdo (Figura 4), no entanto, o solo € vermelho e os 6xidos de ferro nédo
foram identificados nas imagens obtidas na MEV e dados coletados com auxilio do
EDX mostraram a presenca do Fe, mas o equipamento ndo permitia definir um ponto,

e a area analisada sempre indicava a presenca do Fe (dados n&do apresentados).

Figura 4. Imagens de detalhes dos agregados, com observacdo da presenca de

caulinita depositada sobre hifas/pelo radicular (a) escala 300 nm; (b) escala 300 nm.
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Fonte: Elaboracgédo do préprio autor.

Diante da impossibilidade de identificar os 6xidos de ferro algumas amostras
foram preparadas para observacdo em MET, e parte destas foram tratadas com DBC,
para remocdo dos oxidos de ferro, assim, por diferenca na imagem foi possivel
identificar a presenca dos 6xidos de ferro, porém ndo como particulas individuais, mas
floculados (Figura 5). Nesta composicdo nao foi possivel observar a morfologia dos
oxidos, porém a ocorréncia de “agregados” com diametro em torno de 100 nm sugere
gue os 6xidos presentes sejam muito pequenos, a considerar que 0S pequenos pontos
observados possam também ser 6xidos, estes teriam dimensdes diminutas estando
dentro da escala nano (Figura 5a), bem como algumas caulinitas (Figura 5b) com

dimensdes préximas de 100 nm.

A difracdo de raios-x realizada para checar a amostra de solo tratada com DBC
confirmou a remocéao dos oxidos de ferro (Hematita), corroborando que as diferentes

formas observadas na Figura 5a poderiam ser dos 6xidos de Fe. (Figura 6).

Figura 5. Imagens da fracdo argila (a) antes e (b) depois da remocéo dos Oxidos de
ferro com ditionito-citrato-bicarbonato. K=caulinita e OF=6xidos de ferro.
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Fonte: Elaboragéo do préprio autor.

Figura 6. Difratograma de raios-X da amostra da fracdo argila tratada com ditionito-
citrato-bicarbonato de sodio. C=caulinita; Gb=gibbsita; An=anatasio.
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Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

Os “agregados” observados podem ser resultado da unido entre nanoparticulas
de caulinita e 6xidos de ferro uma vez que, mesmo em pH acido, as caulinitas podem
apresentar cargas variaveis negativas da ordem de 50 mmolc kg* (KHAWMEE et al.,

2013) explicando a floculagdo do material e manuten¢do dos “agregados”, uma vez
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que em pH acido os Oxidos apresentam carga de superficie positiva. Chekli et al.
(2013) analisando o comportamento de nanoparticulas naturais de Fe203 (200 mg L%
identificaram que em pH &cido (3,0 a 5,0) estavam positivamente carregadas,
enquanto caulinitas tem ponto de carga zero-PCZ entre pH 2,0 e 3,1 e com a elevagao
do pH em uma unidade acima do PCZ pode elevar a CTC da caulinita em 21 mmolc
kgt (KHAWMEE et al., 2013).

Literatura essa que corrobora a justificativa da presenca de cargas positivas e
negativas como uma das causas para a baixa estabilidade da suspensédo das
nanoparticulas do solo e também uma justificativa para a maior estabilidade da
suspensao, quando a amostra nao teve a matéria organica removida, isto €, parte das
cargas promotoras da floculacédo estdo, supostamente, envolvidas na manutencao da
matéria organica na superficie das particulas, evitando a atracdo entre as mesmas.
Diante da baixa estabilidade da suspensdo nas amostras tratadas com H202, e
consequente dificuldade em preparar o material para andlise, decidiu-se trabalhar com

as amostras nao tratadas.

A suspensao, em agua, obtida com particulas < 100 nm continuou estavel apos
nove meses de armazenamento no laboratério (Figura 7). As medidas feitas com DLS
permitem afirmar que a metodologia adotada para separac¢do das nanoparticulas do
solo foi satisfatoria (Figura 8 a, b), mas evidencia a quase inexisténcia de particulas
com diametro préximo de 2000 nm, mostrando predominio de particulas com diametro

< 1000 nm na fracéo argila do solo em avaliacao.

Figura 7. Tamanho médio das nanoparticulas em suspensao (MilliQ water) medidas

com DLS (espalhamento dindmico da luz) ao longo de 7 meses.
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Fonte: Elaboracao do proprio autor.

A identificacdo de fases, das duas fracdes de diametro, mostra diferencas na
composi¢cdo por tamanho, tendo as nanoparticulas < 100 nm menor diversidade
mineralogica (Figura 9), onde ndo ha ocorréncia de anatasio e nem de gibbsita,
ocorrendo entre as nanoparticulas apenas caulinita e hematita (Figura 9 a). A reducéo
nas fases identificadas, ou na diversidade mineralégica da fragcdo nanométrica, pode
estar relacionada a estabilidade estrutural dos minerais nesta faixa de diametro
(Tabela 1). O pico caracteristico da gibbsita foi observado (18,30 8) somente na fragao

de maior tamanho.

A mineralogia pouco diversificada observada nas duas fragbes em avaliagéo,
foi relatada como monotona por Schaefer; Fabris e Ker, (2008), para os latossolos
brasileiros, que recobrem praticamente 60% do territério nacional. Este citam ainda a
ocorréncia de caulinita, hematita, gibbsita, goethita, maghemita e 6xidos de titanio,

como ilmenita e anatasio.

Vale comentar que a presenca de anatasio € comum em solos formados a partir
de rochas alcalinas, mas também pode estar relacionada a materiais detriticos, caso
do solo em avaliagédo (LADEIRA; CELARINO, 2009), mas podem nao apresentar
estabilidade estrutural em tamanhos muito diminutos, explicando a auséncia do

mesmo na fracdo < 100 nm do solo.
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Figura 8. Tamanho de particulas da fracéo argila (a) antes da separacao e (b) ap6s
separacdo das nanoparticulas, pelo medoto do DLS — Espalhamento Dinadmico de Luz
(Dynamic Light Scattering, DLS). DIW — &gua ultra purificada (MilliQ water).
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Fonte: Elaboracéo do préprio autor.

Figura 9. Difrag&o de raios—x (a) da fracdo < 100 nm; (b) da amostra de argila (< 2000
nm); (c) Picos de maior intensidade da hematita e (d) Pico do anatasio (An) na

ombreira da caulinita. C=caulinita; H=hematita; Gb=gibbsita; An=anatasio.
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Fonte: Elaboracéo do proprio autor.

Tabela 1. Tamanho dos cristais minerais presentes nas duas suspensdes em

avaliagdo, determinados a partir da DRX com o uso da Equagé&o de Scherrer.

Tamanho do cristal

Mineral Angulo 26 FWHM*
(nm)
Nanoparticulas < 100 nm
Caulinita 12,31 0,5570 16,6
Hematita 33,26 0,6625 13,3
Fracéo argila <2000 nm
Caulinita 12,31 0,3259 25,7
Hematita 33,26 0,4299 213
Anatasio 25,31 0,0986 149,1

Nota: "parametros de rede, fator de ocupacéo, concentracdo e a largura & meia altura da reflexao.

Fonte: Elaboracao do proprio autor.

Nas amostras avaliadas os cristais de caulinita observados estavam presentes
em sua maioria como cristais individuais, enquanto os Oxidos de Fe ocorreram
principalmente como agregados (Figura 8), em que pouco se mostram como
particulas individuais, com tamanho estimado pela equacdo de Scherrer que

corrobora a dificuldade em sua identificagdo morfolodgica. As nanoparticulas de 6xidos
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de titdnio foram encontradas, e identificadas na difracdo de raios-x como anatasio e
com cristais de tamanho quase 10 vezes maior do que os de hematita. Ambas
nanoparticulas, caulinita e 6xidos de ferro, se mostram no estado cristalino, como
observado na difracao de raios-x, nas duas fracdes de tamanho em que estdo sendo
analisadas (Figura 9).

Em termos de identificacdo morfolégica os 6xidos de ferro tiveram sua presenca
confirmada nas imagens do MET-S com mapeamento dos elementos realizado no
EDX (Figuras 10 e 11).

A observacao das amostras < 100 nm em MET associada a técnica de EDX
permitiu avaliar a composi¢cao quimica de alguns pontos selecionados via imagem.
Nestas observou-se a ocorréncia de Ti, V, e P, além dos naturalmente esperados Fe,

Al e Si (Cu e C fazem parte do porta amostra).

Embora néo identificado nos DRX desta fragdo o titdnio aparece no EDX,

sugerindo ocorréncia em tamanho e quantidade bem pequenos.

As amostras foram entdo mapeadas para obtencao de dados mais abrangentes
(Figuras 12 e 13).

Figura 10. Imagens obtidas em MET e andlise quimica por EDX dos pontos
selecionados (1, 2, 3, e 4). Fe=ferro; Al=aluminio; Ti=titanio; Si=silicio, Cu= Cobre

(recobrimento do grid Cu e C), em amostra de nanoparticulas (< 100 nm).
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Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

Figura 11. Imagens obtidas em MET e andlise quimica por EDX de pontos
selecionados. Fe=ferro; Al=aluminio; Ti=titdnio; Si=silicio, P=fésforo, Cu=Cobre

(recobrimento do grid Cu e C) em amostra de nanoparticulas (< 100 nm).
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0 mapeamento permite verificar a
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e 13), neste caso os mapas foram feitos a partir da fracdo argila (< 2000 nm) e
permitiram verificar a presenca de fosforo (P) onde Fe e Ti também foram
encontrados. As duas amostras que seguem apresentadas mostram esta tendéncia e
outras areas e amostras avaliadas (n&o apresentadas) também mostraram 0 mesmo
comportamento, sugerindo que nao s6 os 6xidos de Fe, mas também os 6xidos de Ti
podem estar participando do processo de adsor¢cdo do P ao solo, mas outras

avaliacOes precisam ser realizadas para se concluir a respeito.

Figura 12. Imagens da fracao argila ( < 2000 nm) obtidas em MET e mapeamento de
uma &rea, para analise da composicdo quimica, por meio de EDX, acoplado ao MET
(area selecionada 250 x 250 nm, delimitada pelo quadrado vermelho)

.—‘ ..lll

Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

Esta bem estabelecido que a sorcdo de P nos solos esta intimamente
relacionada ao conteudo de 6xidos de Fe cristalinos e amorfos (hematita e goethita) e
oxi-hidréxidos (ferrihidrite) (WAYCHUNAS; KIM; BANFIELD, 2005). Memon et al.
(2009) discutem a capacidade de sorcdo de fosforo em relacéo a cristalinidade dos
mesmos, a morfologia (COLOMBO; BARRON; TORRENT, 1994) e ao tipo de 6xido
de ferro presente (FONTES; WEED, 1996). O efeito do tamanho de particula de 6xidos

de Fe sobre a sor¢éao de P ainda nao foi investigado e os processos de sorcao de P
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estudados se basearam principalmente em evidéncia indiretas, portanto, novas

pesquisas precisam ser conduzidas.

Figura 13. Imagens obtidas em MET —S da fracéo argila (< 2000 nm) e mapeamento
de uma éarea para analise da composicdo quimica, por meio do EDX, acoplado ao

MET (&rea selecionada 250 x 250 nm, delimitada pelo quadrado vermelho)

Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

O comportamento das nanoparticulas naturais do solo precisa ser levado em
consideracdo em estudos futuros, pois mesmo em escala nano, os 6xidos de ferro do
Latossolo Vermelho em estudo se encontram no estado cristalino (Figuras 14, 15 e
16). Estas trazem imagens coletadas em microscopia eletrbnica de transmisséao de
alta resolugdo HR-TEM e permitem identificar claramente os planos atomicos dos

minerais e padrdoes bem definidos nas difracdes de raios-x acopladas (Figura 14).

Figura 14. Imagens obtidas em HR-MET, de nanoparticulas selecionadas, e medidas
de DRX com espacamento d (espaco inter-atbmico) obtidos a partir da imagem do
DRX. Escala: barra=5nm. LV 002 (espacamento (A) d=0,270 (Hm); d=0,360 (Hm);
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d=0,180 (Hm)); LV0014 (d=0,275 (Hm); 0,138 (?)); LV 0010 (0,259 (Hm); 0,456 (Hm);
0,207 (Hm)); LV 0018 (0,150 (Hm); 0,254 (Hm); 0,344 (Hm); 0,169 (Hm); 0,295
(Magh)) Medidas feitas com o software Image J. (a) area submetida a analise de raios-

x; e (b) resultado da andlise, onde o comprimento de cada linha representa o dobro

RO B R
SR 0275 (vm)
el 0133

LV 002 | 1vool4

0.4%0 |Hm} 0.159 [Hm}

0207

LV imagem 0018

Fonte: Elaboracgédo do préprio autor.

Os espacamentos entre os planos atdémicos foram medidos em varias imagens

de HR-TEM da amostra e foram encontradas (dispostas de maior a menor frequéncia
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de ocorréncia): 0,272; 0,254; 0,298; 0,176 e 0,373 A. Com base nas informacdes
relativas a mineralogia da fracéo argila, conforme revelado pelas medidas DRX, esses
espacamentos podem ser indexados da seguinte forma: 0,176; 0,272; 0,254 e 0,373
A - hematita, enquanto 0,298 A esta, possivelmente, indicando a ocorréncia de
maghemita (Figura 15). Na Figura 14 (LV002) é possivel com a barra da escala avaliar

o tamanho do cristal de hematita presente com dimensées de 10 a 15 nm.

Figura 15. Numero de observacdes feitas para a amostra LV 0018
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Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

Na figura 16, as linhas coloridas foram colocadas para mostrar os cristais
minerais e onde se pode medir 0 espacamento do plano atdémico, com a ajuda do
software Image J. No entanto o DRX permite a identificagcdo também, com a medida
do diametro dos halos divididos por 2 para obtencdo do espagcamento entre os planos

atdbmicos e a identificacdo do mineral (Figura 14).

Figura 16. Exemplo de como foram feitas as medidas do espacamento atdmico para
identificacdo dos minerais presentes na area observada. As linhas coloridas indicam

areas utilizadas para analise do espacamento atémico (d space).
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Fonte: Elaboracgédo do préprio autor.

Durante todas as observagOes feitas ao longo deste trabalho, a caulinita
sempre foi identificada com um mineral no estado cristalino, no entanto, as imagens
de alta resolucédo obtidas para caulinita sugerem a presenca de caulinitas no estado

amorfo (Figura 17) entre as nanoparticulas.

Figura 17. Imagens de microscépio eletrdnico de transmissao (MET) de alta resolucéo
de caulinita sem estrutura cristalina, hematita cristalina, e demais informacoes. (a)
imagem do campo em observacéo, presenca de caulinita-C e hematita-H da fragc&o <
100 nm; (b) (c) campo menor, em alta resolucéo; (d) andlise de raios-x (ab/2= d =
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espacamento entre planos atémicos); (e) estrutura cristalina da hematita e auséncia

de estrutura na “caulinita”.

Fonte: Elaboracgédo do préprio autor.

Como ilustracdo seguem apresentadas na Figura 18, duas imagens obtidas em
MET da fracdo argila do Latossolo Vermelho apresentado até agora e para efeitos
comparativos uma imagem de um Latossolo Amarelo, sob gramimeas, onde foram
contabilizados 74% de caulinita, 17 % de goethita, 4% de hematita, 5% de gibbsita e

auséncia de maghemita (MALTONI, 1994), para simples observacao da diferenca
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morfolégica promovida pela variacdo nos contetdos dos 6xidos de ferro, uma vez que
no LV foram quantificados 76 % de caulinita e 3% de gibbsita, estando as maiores
variacdes vinculadas aos oOxidos de ferro (hematita, goethita, e maghemita),
mostrando que mesmo em quantidades ndo muito elevadas estes 0xidos alteram a

morfologia da fracdo argila.

Figura 18. Imagens de microscopia eletronica de transmissao (MET), mostrando os
oxidos de ferro agregados/floculados na fragéo argila completa no solo em estudo (LV

cerrado) e em outro com 17 % de goethita (LA gramineas).

LV cerrado LA gramineas

Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

Os trabalhos em microscopia eletrénica de transmissédo sdo promissores, nao
s6 por caracterizar uma fracdo do solo, mas por contribuir para o entendimento de
processos que ocorrem no solo, colocando novos conhecimentos nas discussdes,
caso da adsorcao de P, e de outros anions, e da retencéo de carbono, dois temas
muito importantes na ciéncia do solo. No entanto, trabalhar com estes equipamentos

tem suas dificuldades/limitacdes.

A preparacao de um grid de nanoparticulas naturais pode demandar testes de
diluicbes que chegam a produzir varias dezenas de amostras, para que apenas

algumas possam ser utilizadas de modo satisfatorio (Figura 19a),
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Figura 19. Algumas dificuldades enfrentadas (a) grid com problema, a amostra néo
esta bem distribuida, (b) poucas possibilidades para avaliar particulas individuais e (c)

tempo de exposicdo da amostra no microscépio, promove danos irreparaveis a

mesma.

20 pm E

do para observacdo no MET

» 1000m #r

Selecdo da area a ser analisada

Qualidade comprometida apés algum tempo em exposicao

Fonte: Elaboracédo do préprio autor.

Em amostras prontas, nem sempre se consegue Varios locais repetidos para
avaliar particulas isoladas (Figura 19b), e em se tratando de nanoparticulas naturais,
as vezes € necessario voltar ao laboratério e preparar novas amostras. Por fim, o
tempo de permanéncia da amostra sob a fonte de elétrons, nos microscépios de

transmissao, pode destruir parte da sua amostra (Figura 19 c).
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CONCLUSAO

Os oxidos de Ferro presentes em amostras de Latossolo Vermelho sob Cerrado
nativo, foram identificados como hematita;

As medidas de tamanho da hematita indicam a existéncia de minerais com
tamanho variando de 10 a 15 nm;

A hematita tem estrutura cristalina bem definida, mesmo quando com poucos
nanometros;

A identificacdo destas nanoparticulas naturais do solo podem ajudar a melhor
entender processos como adsorc¢édo de P e retencéo de C;

O protocolo desenvolvido para extrair as nanoparticulas do solo foi eficiente;
A distribuicdo do P, considerando as nanoparticulas mostrou associacdo deste

com oxidos de Fe e Ti;
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