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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo principal estudar as interagdes entre as substancias
humicas, nutrientes e contaminantes, com a analise sobre os efeitos da extracao
nesse processo. Na primeira parte do trabalho foi otimizado o procedimento para
extragdo em fluxo continuo de substancias humicas de turfas, em diferentes
extratores (NaOH, NasP-0; e KOH) nas concentragdes 0,1 mol L' e 0,5 mol L. A
montagem de uma planta piloto de extracdo em fluxo para fins comerciais. Apds a
extracdo em fluxo e purificacdo, verificou-se a influéncia do extrator nas
caracteristicas de complexacdo das substancias humicas por macro e
micronutrientes. Os resultados desta etapa mostraram que o processo de extracao
em fluxo é eficiente, diminuindo o tempo na etapa de extracdo das substancias
humicas. A planta piloto se mostrou eficiente para extragdo de substancias humicas
em fluxo e os resultados da capacidade complexante mostraram que
independentemente do extrator, as substancias humicas extraidas apresentaram
maior afinidade por Ca e Mg, macronutrientes essenciais, € que uma maior
complexacao é favorecida quando se utiliza pirofosfato de sédio como extrator. Na
segunda parte foi determinada a capacidade complexante das substancias humicas
por micro e macronutrientes, e avaliou-se a competicdo dos sitios de complexacao
das substancias humicas pelos metais potencialmente toxicos (aluminio e chumbo)
nos solos e micro e macronutrientes. As substancias humicas apresentaram forte
afinidade para Pb (1) e Al (lll), formando complexos estaveis, liberando os nutrientes
complexados. Embora as substancias humicas sejam utilizadas comercialmente
como fertilizantes orgéanicos, estudos sobre métodos de enriquecimento das SH,
destinadas a evitar prejuizos, sdo altamente desejaveis dentro da perspectiva
ambiental e econémica. Na terceira e ultima etapa do trabalho, estudou-se as
interagdes entre substancias humicas aquaticas (SHA), de rios tropicais, e dois
interferentes endécrinos (IE), utilizando o sistema de ultrafitracdo em fluxo
tangencial equipado com membrana de celulose de 1 kDa afim de separar os IE
livres da fragéo ligada as SHA. A Quantificacao do 17a-etinilestradiol e bisfenol A foi
realizada num cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massas (GC-MS). O
tempo de equilibrio entre as SHA e IE foi cerca de 30 minutos, e as capacidades
complexantes do 17a- etinilestradiol e bisfenol A foram em torno de 3,4 ¢ 30,7 mg g™
de carbono organico total, respectivamente. A maior interacdo das SHA ocorreu para
17a-etinilestradiol, em relagdo ao bisphenol A, devido a presenca de hidrogénio na
estrutura do 17a-etinilestradiol, que podem interagir com 0S grupos grupos
oxigenados nas SHA. Os resultados indicaram que as SHA podem influenciar
fortemente no transporte e reatividade dos interferentes endécrinos em sistemas
aquaticos.

Palavras-chave: Substancias humicas. Nutrientes. Contaminantes. Interferentes
endécrinos.



ABSTRACT

This work was aimed at studying the interactions between humic substances
(HS), nutrients and contaminants, including by examining the effects of this extraction
process. In the first part of the procedure was optimized for extraction in continuous
flow of peat humic substances, using different extractants (NaOH, KOH and
Na4P20-) at concentrations of 0.1 mol L™ and 0.5 mol L™ and an assembly plant pilot
extraction flow for commercial purposes. After extraction and purification in flow,
there was the influence of extractant complexation characteristics of humic
substances by macro-and micronutrients. The results of this phase showed that the
extraction process flow is efficient, reducing the time step in the extraction of humic
substances. The pilot plant was efficient for extraction of humic substances in flux
and the results showed that the complexing capacity independent of the extractant
used, the extracted HS have a high affinity for calcium and magnesium, essential
nutrients, and that further complexation is favored when using sodium pyrophosphate
as extractor. In the second part was determined by complexing ability of humic
substances by micro and macronutrients, and evaluated the competition of binding
sites of humic substances by potentially toxic metals (aluminum and lead) present in
soils and micro and macronutrients. The humic substances have a strong affinity for
Pb (Il) and Al (lll), forming stable complexes, releasing nutrients complexed.
Although humic substances are used commercially as organic fertilizers, studies of
methods for enrichment of SH, to prevent damage, are highly desirable from the
perspective of environmental and economic. In the third and final stage of this work, it
is studied interactions between humic substances (AHS), tropical river, and two
endocrine disrupters (ED), using the system of tangential flow ultrafiltration
membrane equipped with a pulp in order kDa to separate ED from the free fraction
bound to SHA. The Quantification of 17a-ethinylestradiol and bisphenol A was
performed using gas chromatograph coupled to mass spectrometry (GC-MS). The
equilibrium time between the SHA and ED was about 30 minutes, and the
complexing capacity of 17a-ethinylestradiol and bisphenol A was around 3.4 and
30.7 mg g total organic carbon, respectively. The greater interaction of the AHS
occurred for 17a-ethinyloestradiol in relation to bisphenol A, due to the presence of
hydrogen in the structure of 17a-ethinylestradiol, which can interact with the groups
oxygenated groups present in the SHA. The results indicate that the SHA can
strongly influence the transport and reactivity of endocrine disrupters in aquatic
systems

Key words: humic substances. Nutrients. Contaminants. Endocrine Disruptors
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l. Introducao
I.1. Turfa

Turfa é uma pequena classe de combustiveis, formada a partir de
material vegetal em pantanos e brejos, € caracterizada pelo tipo de material,
condicoes de formagédo e grau de decomposicdo (MOORE, 1989). Estima-se
que sao necessarios de 100 a 500 anos para produzir uma camada de 30
centimetros de turfa.

As turfas se formam via sedimentacdo de areia, limo e argila oriundos
dos terrenos a montante, da deposicdo de vegetais que crescem na agua e
pela contribuicdo das plantas nas margens de regides alagadas.

As turfas brasileiras podem ser classificadas como hidrica, fibrosa e
lenhosa. A primeira é formada em ambiente aquoso ou subaquoso, produzindo
uma espécie de turfa rudimentar a base de algas, pdlens, planctons e flora
aquatica. A segunda, comum na regido Sudeste do Brasil, ocorre na superficie
de terrenos, originada por acumulos orgénicos naturais ou plantados,
compondo-se de fibras e filamentos pouco decompostos, imersos em matriz de
aspecto gelatinoso, de coloracdo escura ou marrom. A terceira é formada por
vegetais de grande porte e originada na superficie de terrenos. Grande parte
da matéria organica da turfa esta humificada, mas ainda consiste de um
material suscetivel a fermentacéo e se estabilizar (LAMIN, 2001).

As turfeiras compreendem uma significativa porcentagem da superficie
terrestre e estdao presentes em diferentes regides do planeta. As mais
importantes concentram-se no hemisfério norte, particularmente na Russia,
mas, reservas economicamente relevantes, tém sido descobertas no Brasil,
Indonésia, Tailandia e outras regides tropicais e subtropicais do globo. Tém
sido usadas como combustivel ha tempos, particularmente na RuUssia,
Finlandia, Irlanda e outras partes da Europa (SPEDDING, 1988).

Além de conter humina, acido humico e &cido fulvico, as turfas possuem
propriedades fisico-quimicas, as quais tornam possivel sua aplicacdo em varias
areas técnicas, como estacao de tratamento de aguas (BAILEY et al. 1999),
monitoramento ambiental (McLELLAN et al. 1988), produgdo de combustiveis
(HARTCHER et al. 1983), imobilizacdo de enzimas (ROSA et al. 2000) e
possiveis aplicacoes terapéuticas (SANTOS et al. 2007). O uso terapéutico de

BOTERO, W. G. — Tese de Doutorado — IQAr — UNESP - 2010



“Substancias humicas: interagdes com nutrientes e contaminantes” 3

turfas também tem sido investigado, entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos
qualitativos, fisiologicos e farmacoldgicos dos seus componentes. De acordo
com alguns estudos, os efeitos medicinais das turfas estdo provavelmente
associados com as substancias humicas presentes em suas composi¢cdes, as
quais fornecem propriedades complexantes (ROSA et al., 2002).

A turfa pode ser utilizada como suplemento agricola em solos na etapa
final do processo de recuperacao da vegetacao nativa e como suplemento de
matéria organica nas areas degradadas. Além disso, dados da literatura
mostram melhoria no enraizamento de plantas, quando tratadas com turfa
(MINDELLO NETO, 2005). Sua aplicacio influencia nas propriedades quimicas
e fisicas do solo, como retencdo de cations, efeito tampao, densidade
aparente, condutividade hidraulica e porosidade. Também pode ser aplicada na

geracgao de calor na forma de combustivel fossil, formando carvao mineral.
I.2. Matéria Orgéanica Natural

A expressdo matéria organica natural (MON) tem sido empregada para
designar toda matéria organica de reservatérios ou ecossistemas naturais,
sendo diferente da matéria orgénica viva e dos compostos de origem
antropogénica.

Cerca de 20 % da MON nos ecossistemas naturais consiste de
compostos organicos com estrutura quimica definida, tais como carboidratos,
aminoacidos e hidrocarbonetos. Os 80 % restantes correspondem a massas de
matéria organica detriticas, pertencentes a um grupo de estrutura quimica
indefinida, com tempo de residéncia mais longo no ambiente e relativamente
resistente a degradacdo denominada matéria organica refrataria (MOR)
(BUFFLE, 1984; ROCHA et al., 2004).

A matéria organica natural pode ser classificada de acordo com a origem
das plantas, as quais serviram como material de partida para a formagao
desses compostos. A matéria organica natural de origem aquagénica (MOA) é
aquela formada na agua, pela excrecdo e decomposicdo de planctons e
bactérias aquaticas, enquanto a matéria organica de origem pedogénica
(MOP), origina-se a decomposi¢do de plantas terrestres e microorganismos,
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incluindo material lixiviado dos solos para os sistemas aquaticos (ROMAO et
al., 2003).

A MOP ¢é formada pela degradagao de lignina, carboidratos e proteinas,
os quais levam a formagdo de compostos aromaticos (especialmente
substancias carboxilicas, fendlicas e benzénicas) e em menor extensao, de
compostos alifaticos.

Os principais constituintes da matéria organica natural, globalmente
distribuidos nos sistemas aquaticos e terrestres, sdo as substancias humicas
(SH).

|.3. Substancias humicas

As substancias humicas sado compostos poliméricos heterogéneos,
resultantes da decomposicdo de residuos de animais e vegetais em varios
estagios de decomposi¢cdo. Genericamente € uma mistura de carboidratos,
proteinas, lipidios, que fornecem grande quantidade de grupos funcionais em
suas estruturas, passiveis as interacées que beneficiem processos de
biodisponibilidade de nutrientes e contaminantes para o ambiente
(STEHLICKOVA et al., 2009).

[.3.1. Origem, formacao e estrutura das substancias humicas.

Varias sdo as teorias sobre a formagdo das SH. A chamada teoria
classica Waksman (STEVENSON, 1982), propbe que as SH sao ligninas
modificadas, mas, a maioria dos pesquisadores, acredita num mecanismo
relacionado com a formagao de quinonas. MALCOLM (1990), afirma que a
lignina ndo € o principal precursor de substancias humicas de solos. Além
disso, mostra que ha grandes diferencas estruturais entre substancias humicas
de diferentes origens.

Como as SH nao podem ser definidas estruturalmente, a classificagao
das diferentes fragcdes baseia-se em suas caracteristicas de solubilidade,

subdividindo-se em trés principais fragées: 1) Os &cidos humicos definidos
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operacionalmente como a fragdo das SH soluvel em meio alcalino diluido e que
precipita pela acidificagcdo do extrato alcalino. 2) Os acidos falvicos que
permanecem em solugao quando o extrato alcalino é acidificado e 3) A humina
que é a fragdo nao extraida por &cido ou alcali diluido HAYES (2001).

A Tabela I.1. mostra definigdes freqliientemente utilizadas na quimica do

humus.

Tabela I.1. Defini¢des usuais na quimica do humus.

Termos Definicoes
Substancias Substéncias de coloragdo escura, elevada massa
humicas/material molecular, estrutura complexa e indefinida. Resultam
humico / humus da decomposicdo de vegetais e animais.

Substancias presentes no solo de composicado e
Substancias estrutura  definida, tais como aminoéacidos,
néo hiimicas carboidratos, ceras, lipideos, resinas e acidos
graxos.

Parte do material orgénico do solo com coloragéo

Humina . . S ,
escura e insoluvel em alcalis e acidos.

) Material colorido remanescente da separagdo do
Acido fulvico - - o .
acido humico por precipitacdo em meio acido.

Material organico de coloracdo escura, pode ser
Acido humico extraido do solo por varios reagentes e insoluvel em

meio acido (pH < 2).

Acido himatomelanico Fragéo do acido humico soltuvel em alcoois.

Adaptada de ROSA (2001)

Na literatura existem varias propostas estruturais para as SH
(KONONOVA, 1966; SCHNITZER & KHAN, 1978; STEVENSON, 1994),
entretanto, nenhuma delas parece ser inteiramente satisfatoria. Provavelmente,

isto ocorre ndo apenas devido a complexidade e heterogeneidade estrutural
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das SH, mas principalmente pela falta de uma identidade estrutural genérica a

qual é fortemente influenciada pelo grau e mecanismo de decomposicao.

A Figura |.1. mostra um modelo tridimensional para o acido humico
proposto por SEIN et al. (1999).

@ Carbono
© Oxigénio
@ Nitrogénio

Figura I.1. Modelo estrutural para o acido hdmico.

Estudos tém mudado o conceito de estrutura macromolecular das SH
baseado em resultados com técnicas como cromatografia de alta resolugc&o por
exclusdo de tamanho molecular (HPSEC, do inglés high-performance size-
exclusion chromatography) (PICCOLO, 2002), espectrometria de massa com
ionizagdo por eletrospray e espectroscopia de ressonancia magnética
eletrénica (STENSON et al., 2003). Esses resultados direcionam para uma
estrutura de associacdo supramolecular de auto-montagem (“auto-
assemblinge”) relativas as pequenas moléculas heterogéneas mantidas por
forcas dispersivas, tais como -1, CH-11 € forcas de Van der Walls.

Entretanto, mesmo diante das contradicées quanto ao modelo estrutural,

algumas caracteristicas das SH ja estao bem definidas:
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* As fragOes de 4cidos fulvicos e 4cidos humicos sdo misturas heterogéneas de
moléculas polidifusas (STEVENSON, 1982).

+ Ha variagdo da razdo entre acidos humicos e &cidos fulvicos em fungéo do
tipo de solo e essa razdo esta associado ao grau de humificagdo do mesmo
(ROSA et al. 2001).

« Os acidos humicos e fulvicos apresentam alto teor de grupos funcionais
contendo oxigénio tais como carboxilas, hidroxilas fendlicas e carbonilas de
varios tipos (STEVENSON, 1985).

Importéncia ambiental das substancias humicas:

« A quantidade de carbono presente na Terra na forma de SH (6 10'? Tton)
excede aquela presente em organismos vivos (7 10'" Tton), representando
assim a principal forma de matéria orgénica distribuida no planeta Terra.

* Influem na toxicidade de alguns metais, formando complexos com diferentes
labilidades relativas (ROCHA et al.,, 1997), reduzindo a toxicidade de certos
metais como Cu?*, Hg?*, AI** para organismos aquéticos e solos (ROCHA &
ROSA,2003);

» Alta capacidade de retencdo de agua, com importante fungdo reguladora
evitando processos erosivos no solo (STEVENSON, 1994);

* Influem no transporte, acumulo e concentragcdo de espécies metalicas no
ambiente. FRASER (1961) atribuiu a elevada acumulagdo de Cu®** em turfas a
presenca desses compostos. REUTER & PERDUE (1977) citam a influéncia
dos agentes complexantes no transporte de metais potencialmente téxicos em
sistemas aquaticos;

» De acordo com WERSHAW (1993), propriedades fisico-quimicas do solo e de
sedimentos sdo em larga extensao controladas pelas substancias humicas;

» Atuam no mecanismo de sor¢ao no solo de gases organicos e inorganicos da
atmosfera (ROCHA & ROSA, 2003);

» Formacgao de complexos com micronutrientes de plantas (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo
e outros), permitindo a migragdo dos mesmos tornando-os biodisponiveis
(SANTOS et al., 2007);

 Interagem com compostos organicos antrépicos, por exemplo, xenobidticos
por efeitos de adsorcao, solubilizagcao, hidrélise, processos microbiolégicos e
fotossensibilizantes (BARCELO, 1991; SANTOS et al., 1998);
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* Em funcdo das condigbes do meio, possuem caracteristicas oxi-redutoras,
influenciando na reducao de espécies metadlicas e fluxos para a atmosfera (p. e.
reducéo do ion Hg(ll) para Hg(0)) (ROCHA et al., 2000; ROMAO et al., 2002).

[.3.2. Caracterizacao das substancias humicas

Varios métodos quimicos, fisicos e espectroscopicos, utilizados com
sucesso em quimica organica e em estudos de macromoléculas, tém sido
aplicados para estudos de substancias humicas, na tentativa de determinar a
composicao e estrutura geral da molécula. Entretanto, devido a natureza
heterogénea das SH e da complexidade das interagdes inter e intramolecular,
os resultados sdo sempre dificeis de interpretar (SWIFT, 1996).

A caracterizagdo estrutural de turfas por andlise elementar permite
determinar a porcentagem de carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio e
enxofre. A avaliacdo de parametros como fésforo, calcio, magnésio, potassio,
pH, acidez potencial, capacidade de troca catibnica (CTC) e saturacdo de
bases constituem as primeiras etapas para a definicdo de medidas necessarias
para a correcao de fertilidade e manejo do solo, sendo a analise quimica, um
conjunto de métodos quantitativos mais utilizados para essa finalidade. Possui
vantagens tais como baixo custo operacional, disponibilidade de laboratérios e

rapidez na obtencao dos resultados (SILVA, 1999).

Métodos espectroscédpicos tém sido utilizados freqlientemente para
caracterizacdo das substancias humicas, principalmente por ndo alterarem a
natureza da amostra, além de vantagens como utilizacdo de pequenas
quantidades de amostras. A andlise espectroscopica na regiao do
infravermelho permite determinar qualitativa e quantitativamente grupos
reativos, como por exemplo, COOH, OH-fendlico, OH-alcodlico, OH-endlico,
C=0, NH e estruturas aromaticas e alifaticas. Outras técnicas como analise
térmica, técnicas cromatogréficas, ressonancia magnética nuclear, ressonancia
paramagnética eletrénica tem sido também muito utilizadas na caracterizacéo
de SH (ROSA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; SERUDO et al., 2007).
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[.3.3. Interagbes entre substancias humicas e espécies metalicas

As espécies metalicas podem se encontrar no ambiente em diferentes
formas quimicas, apresentando assim diferentes reatividades. Alguns
experimentos e trabalhos tedricos tém mostrado que a natureza e a
caracteristica do ion metalico influencia também diretamente em sua
distribuicao e transporte nos diferentes reservatorios.

A Figura 1.2. resume as diferentes formas em que um ion metalico (M)
pode ser encontrado em um sistema aquatico: a) livre ou dissolvido; b)
fracamente complexado com ligantes inorganicos; ¢) complexado com ligantes
organicos, macromoléculas ou ligantes coloidais; d) adsorvidos ou
incorporados a particulas em suspensdo; e) adsorvido ou assimilado por

organismos Vvivos.

e -
!

i) -
lCcamplems . +——  Material em
, Inorgéanicos ) ! : suspensao
nao vivos

[

E: algss, plancton.

Espécies digsolvidas Material em suspensio
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I
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Adsorco, ion troc dvel
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Figura I.2. Representagdo das reagbes de um ion metdlico (M), em sistema aquatico/
interface com sedimento. (Adaptado de BUFFLE, 1990).

Devido suas caracteristicas estruturais as SH tém grande influéncia no

comportamento de metais no ambiente (ROSA et al., 2006a; ROSA et al.,
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2006b; BURBA et al., 1995; ROCHA et al., 1997a; ROCHA et al., 1997b). Em
sistemas aquaticos, ions metalicos e SH apresentam variadas ligagées e os
metais podem distribuir-se em complexas trocas entre solugdo e fase sélida.
Detalhados experimentos sobre mobilidade de metais em solos de florestas
tém indicado dependéncias entre o teor metalico, acidez e a capacidade
tamponante do solo. Nestas condigdes, considerada quantidade de ions
metalicos ligados as SH estariam passiveis de dissociacdo. As conseqléncias
sao aguas de lixiviagdo com baixos valores de pH e altos teores de metais
livres (p.e: Al), os quais para semelhantes ecossistemas apresentam elevada
toxicidade (STEVENSON, 1982; ZHANG et al., 1996; ROSA et al., 2002).

Além disso, sabe-se que a biodisponibilidade de metais é influenciada
principalmente pela forma encontrada na natureza e ndo sé pela concentragao
total como se acreditava no passado (MORRISON et al.,, 1989; ROSA et al.,
2006). De acordo com HART (1981), em sistemas aquaticos ions metalicos
podem estar presentes em diferentes formas fisico-quimicas. O estudo e a
busca do conhecimento de como essas formas influenciam no meio é
freqientemente denominado de especiagdo de metais. A especiagdo é
influenciada por diversos fatores, tais como: pH, potencial redox, material
particulado, coloidal e principalmente, tipos e concentracbes de ligantes
organicos (p.e: substdncias humicas) e inorganicos (p.e: hidroxidos e
bicarbonatos). O transporte, complexagao, (bio)disponibilidade e acdo de
metais no ambiente dependem também da estabilidade do complexo metal-
MON. A estabilidade das espécies metal-MON é determinada por uma série de
fatores, incluindo o niumero de atomos que formam a ligacdo com o metal, a
natureza e a concentracao do ion metalico, concentracdo da MON, pH, tempo
de complexacado etc. (ROCHA & ROSA, 2003; ROSA et al., 2002; ROCHA et
al., 2003).

Em geral, a matéria organica aquatica (MOA) possui cerca de 45% de
oxigénio e 1-2 % de nitrogénio e enxofre em suas estruturas. Esses
grupamentos, doadores de elétrons, sdo os principais responsaveis pelas
caracteristicas da MOA relativas a complexagdo de metais (BUFFLE, 1990;
ROSA et al,, 2000). O oxigénio na MOA encontra-se predominantemente na
forma de grupos carboxilicos e fendlicos, cujas concentragdes sao

aproximadamente 5-10 e 1-3 mmol g, respectivamente (FISH & MOREL,
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1985). Na Tabela 1.2. se reune as principais subestruturas presentes na MON,
as quais sao importantes ligantes na complexagdo de metais.
Termodinamicamente sdo mais estaveis os complexos que possuem ligantes bi
ou multidentados como os formados por acidos salicilicos ou 1,2 — difendis.

Tabela I.2. Ligantes contendo oxigénio na estrutura da matéria orgénica aquética*.

Ligantes Referéncias
Acido salicilico BUFFLE (1990)
FENOLICOS Acidos hidroxibenzoicos BUFFLE (1990)
1,2 — Difenois BUFFLE (1990)
Catecol BUFFLE (1990)
Acido ftalico BUFFLE (1990)
CARBOXILICOS Acido hidroxamico BURBA et.al (1998)
Acido citrico BUFFLE (1990)

*Adaptada de ROCHA & ROSA, 2003
[.3.4. Interacbes entre substancias humicas e compostos organicos

As SH interagem com compostos organicos xenobio6ticos, por exemplo,
pesticidas e herbicidas por efeitos de adsorcdo, solubilizagdo, hidrolise,
processos microbioldgicos e fotossensibilizantes. O efeito solubilizante das SH
sobre compostos organicos exerce importante funcao na dispersao, mobilidade
e transporte dessas substancias no ambiente aquético e terrestre (MARTIN-
NETO et al., 1994; SANTOS et al., 1998; STEINBERG et al., 2003).

Além disto, em sistemas aquaticos compostos organicos e substancias
huamicas aquaticas (SHA) apresentam variadas ligacbes e os compostos
organicos podem distribuir-se em complexas trocas entre solugéo e fase soélida.
Transporte, armazenamento e acdo de compostos xenobi6ticos no ambiente
dependem também da estabilidade do complexo formado. A estabilidade dos
complexos xenobio6tico-SHA é determinada por uma série de fatores, incluindo

o numero de atomos que formam a ligacao, a natureza e a concentragado do
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xenobibtico, concentragao/estrutura da SHA, pH, tempo etc. (ROCHA & ROSA,
2003; NASCIMENTO et al., 2004).

[.3.5. Capacidade complexante das substancias humicas

As substdncias humicas estdo préximas de serem as substancias
organicas mais abundantes da natureza e devido a presenga de diferentes
grupos funcionais em sua estrutura, as SH interagem com diversas espécies.

A capacidade das SH de reter espécies € tao importante que pode
influenciar diretamente no aquecimento global. Isto €, a formag¢do de SH € uma
forma de armazenar carbono na forma de substéancias refratarias, minimizando
assim efeitos do aquecimento global (ROCHA & ROSA, 2003). Os complexos
formados entre SH e espécies metalicas, nutrientes e compostos organicos
(SH-M) possuem diferentes estabilidades, as quais sdo altamente dependentes
do pH, espécies metdlicas, for¢a ibnica, concentracdo de SH e condigbes redox
(NINFANTEVA et al,, 1999). Recentes investigagcdes concluiram que para
caracterizar a "reatividade" da ligacdo entre esses compostos e SH, sao
necessarios procedimentos analiticos adequados que fornecam informacgdes
sobre a estabilidade termodinamica - cinética (ROCHA & ROSA, 2003).

Estudos de troca-ibnica tém demonstrado que a disponibilidade de
espécies metalicas, nutrientes e compostos orgéanicos ligadas as SH parece ser
dependente também de fatores cinéticos. Além disto, a for¢ca e natureza da
ligacdo entre SH e esses compostos sdo fortemente influenciadas pelo
tamanho molecular das SH, cujas massas molares podem variar, por exemplo,
de > 100 a < 5 kDa (NINFANT'EVA et al., 1999).

Assim, procedimentos de fracionamento por tamanhos moleculares séo
alternativas viaveis para reduzir a polidiversidade das SH, obter fracdes
distintas com propriedades similares e permitir a caracterizacdo de suas
interagcdes com espécies metdlicas (ROCHA et al., 1999).

Qualquer modelo completo de especiacao quimica devera ser capaz de
distinguir as formas do ion metalico, nutrientes e compostos organicos livres

das formas complexadas. Na maioria dos casos, a concentracado da substancia
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livre é determinada e em seguida estimada a concentracdo da substancias
complexada (PERDUE, 1998).

1.3.5.1. Técnicas utilizadas para determinar a capacidade de complexagco

das substancias humicas

A escolha de um método para especiacdo quimica influencia os
resultados encontrados, pois as varias técnicas medem aspectos diferentes do
sistema e operam sob condicdes diferentes. Segundo ROCHA & ROSA (2003),
fatores como concentracdo das SH e espécies metalicas, nutrientes e
compostos organicos, pH, forca ibnica e temperatura influenciam os
parametros de complexacdo das substancias humicas. Os processos de
complexacao das SH dependem de sua origem, caracteristicas estruturais e do

procedimento utilizado em sua extragao.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para o estudo de complexagédo de
metais por SH, dentre as quais pode-se citar a voltametria, potenciometria
(BUFFLE, et al, 1990; ABATE & MASINI, 1999; ROMAO et al., 2003);
ultrafiltracdo (ROCHA et al. 2002) e cromatografia (BUFFLE, 1990).

Todas estas técnicas possuem vantagens e limitagbes (NIFANTEVA et
al., 1999; TUSCHALL & BREZONIK, 1983; THURMAN, 1985). As principais
técnicas de separacdo sdo as eletroanaliticas, destacando-se as
potenciométricas e voltamétricas. Nas voltamétricas é medida a corrente
gerada na interface eletrodo/solucdo, enquanto nas potenciométricas a

corrente é aproximadamente zero (BUFFLE, 1990).

Na técnica potenciométrica, utilizam-se membranas seletivas acopladas a
eletrodos (EIS), mais utilizada na determinagéao da capacidade complexante de
SH. E simples, rapida e de facil operacdo, além de determinar a atividade dos
ions em solugdo, ndo existe ambiglidade na medida da concentracdo das
espécies (NIFANTEVA et al., 1999).

A grande limitacdo da potenciometria é a existéncia de poucos
eletrodos seletivos disponiveis comercialmente (p.e. Cu, Cd, Pb, Ca)
(THURMAN, 1985), sendo necessaria a busca de técnicas alternativas, as
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quais possam ser utilizadas no estudo da capacidade de complexagéo para

outras espécies metalicas de importancia ambiental.

1.3.5.2. Determinagéo da capacidade de complexag&o por ultrafiltragdo

A técnica de ultrafiltracdo (UF) € uma técnica recente, simples, rapida e
baixo custo. O procedimento de ultrafiltracdo para determinacao de espécies
metdlicas, nutrientes e compostos organicos, baseia-se na separagao das SH,
das espécies em estudo livres/complexadas através de membrana de 1 kDa.
Como as SH possuem tamanhos moleculares maiores que 1 kDa, estas sé@o
retidas pela membrana, enquanto espécies livres sao filtradas. Este
procedimento possibilita separar as espécies metalicas, nutrientes e compostos
organicos complexados dos livres, estudar diferentes espécies
simultaneamente e caracterizar parametros de complexacdo como capacidade
complexante, constantes de troca e estabilidade das espécies por substancias
humicas (ROCHA et al., 2002; ROMAQO et al., 2003).

Burba et al. (2001), desenvolveram um procedimento de ultrafiltragdo em
fluxo tangencial e simples estagio (UF-FT) capaz de discriminar a concentracéo
das espécies metalicas, nutrientes e compostos organicos livres (Figura 1.3.). O
sistema UF-FT comparado com o UF convencional apresenta vantagens como
trabalhar com sistemas abertos, reducdo de efeitos da polarizagdo e/ou
entupimento das membranas; menor volume do filtrado diminuindo o tempo de
filtracdo e minimizando deslocamentos no equilibrio da solugcao, além da maior

rapidez na filtracdo (cerca de 2 mL min™).
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Figura 1.3. Sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencial equipado com membrana de
1 kDa.

Este procedimento de ultrafiliracdo em fluxo tangencial é capaz de
fornecer informagbes termodindmicas - cinéticas, as quais caracterizam as
espécies em estudo ligadas a matéria organica pela utilizacdo de reacdes de

troca de ligante e/ou metal.

A principal vantagem da ultrafiltracdo é ndo possuir limitagdo nem quanto a
natureza da espécie em estudo, nem do ligante (BUFFLE & STAUB, 1984).
Além disso, os limites de determinacdo para os metais sdo limitados as
sensibilidades das técnicas empregadas na determinagdo dos mesmos (ex.
espectrometria atdmica) (VAN DEN BERGH et al., 2001). Comparada a outras
técnicas de separacao, a UF mostra-se mais rapida e nédo perturba o equilibrio
de complexagdo como no caso da cromatografia de troca ibnica (NIFANTEVA
et al.,, 2001).

Para o estudo de reagdes de complexacao de substancias humicas tém
sido utilizados modelos matematicos, os quais sdo baseados nas propriedades
fisicas das SH. Todos os modelos de complexagdo das espécies metalicas,
nutrientes e compostos organicos por SH sdo empiricos haja vista a
complexidade do sistema. Logo, um modelo deve descrever a interagdo das
espécies em fungdo da concentragcdo de SH, do pH e concentracdo ibnica
(PERDUE, 1998).
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A expressao de equilibrio que descreve uma reagdo de complexacao de M
por um sitio de ligacao simples de um ligante L é

mM + IL + — ML,

[MmLI]

K=
M1 LY

Onde os termos M, L e ML representam as concentracoes das espécies em

estudo, ligante e do complexo, respectivamente.

Muitos dados de complexagdo encontrados na literatura foram obtidos
tratando os sitios complexantes como ligantes dissolvidos em uma solugéo,
ndo considerando a existéncia de interagbes entre os sitios e negligenciando a
influéncia da carga elétrica da molécula na reacdo de complexacao
(ANTONELLI et al., 2001; SOARES & VASCONCELOS et al., 1994; TOWN &
POWELL et al.,1992; ABATE & MASINI, et al., 1999).

Métodos graficos que utilizam modelos de ligantes discretos séao utilizados
para avaliar e modelar sistemas e determinar o valor de k e [L] para 0s
complexos formados entre espécies metalicas, nutrientes e compostos
organicos e diversos ligantes. Dentre estes, os mais discutidos na literatura
estdo SCATCHARD (1957) e RUZIC (1980), os quais utilizam linearizacoes
para o modelo de formacao de complexo 1:1, considerando um numero finito
de diferentes sitios complexantes nas SH e inexisténcia de interagbes entre
esses sitios (PARMEGGIANI & MASINI, 2003).

l.4. Novos contaminantes: interferentes endoécrinos

O crescimento populacional, o desenvolvimento de novos produtos e a
intensificacdo do uso do solo e agua na industria e agricultura, tem levado a
introdugdo no ambiente de novos compostos com diferentes toxicidades e
efeitos a saude humana e de animais. Recentemente, atencdo especial tem

sido dada a uma classe de substancias presentes em aguas superficiais e
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efluentes, denominados Interferentes Endécrinos (IE), devido ao risco que
oferecem a vida mesmo quando presente em baixas concentragdes no
ambiente. Em 1996, a Comissao Européia definiram esta classe de compostos
como “substancias exoégenas que causam efeitos adversos a saude de
organismo intacto, ou em seus descendentes, causando alteragcbes em suas
fungées enddcrinas” (JEANNOT et al., 2002; ALDA & BARCELO, 2001).

Os Interferentes Enddcrinos (IE) sdo caracterizados como substancias
que podem causar distarbios no sistema endocrino de seres humanos e
animais, seja blogqueando sitios receptores de células ou aumentando a
producé@o e/ou secrecao de hormdnios naturais, bem como interferindo em seu
sistema reprodutor (YING et al, 2002; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2004;
SODRE et al, 2007a,b). Na Tabela |.3. estdo apresentadas as principais
classes de compostos e substancias que podem provocar algum tipo de
interferéncia no sistema endécrino, bem como as possiveis fontes de
contaminacdo ao ambiente. Verifica-se que os IE acabam sendo produzidos e,
consequentemente, podem ser aportados aos sistemas aquaticos através de
diferentes atividades naturais ou antrépicas, estando principalmente presente
em aguas superficiais decorrente do langamento de efluentes domésticos e/ou

industriais.

Justamente por caracterizarem-se por uma classe emergente de
contaminantes, informacgdes associadas ao comportamento e interagdes dos |E
nos corpos hidricos tém sido pouco estudadas. Devido suas caracteristicas
estruturais, as Substancias Humicas Aquaticas (SHA) como principal classe de
agentes complexantes presentes no ambiente, pode exercer importante papel
no transporte e comportamento dos IE em sistemas aquaticos (SUN et al.,
2007). A caracterizacao das interacbes dos IE com as SHA pode levar a
importantes informagdes relacionadas a disponibilidade dos IE para a biota
aquatica, através da verificacdo de formacgao e caracterizagdo da estabilidade
de possiveis complexos |IE-SHA.
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Tabela 1.3. Principais classes de compostos e substancias interferentes do sistema

endocrino®.

Classes

Exemplos de substancias

Fontes

Plastificantes

Ftalatos

Polimeros sintéticos
utilizados na
estocagem/preservacao de
alimentos

Bisfenol A

Agente plastificante e
endurecedor utilizado na
producao de resinas

policarbonato e epoxi

Hidrocarbonetos

Naftaleno

Incéndios florestais,

policiclicos Benzo[a]antraceno erupgdes vulcanicas,
aromaticos afloramento de petréleo e
Benzo[a]pireno , L
sinteses bioldgicas
Bifenilas Triclorobifenil Fluidos hidraulico e
policloradas Heptaclorobifenil dielétrico, isolante em

capacitores e
transformadores,
refrigerante em motores

elétricos, etc.

Retardantes de
chama bromados

Tetrabromobisfenol A
Hexabromociclododecano

Eteres difenilicos
polibromados

Reducéo de incéndio e
minimizar dano causado por

ignicao

Pesticidas

Clorados

Fosforados

Agricultura para destruicdo
ou replecéao de agentes que
apresentem efeitos nocivos

a plantas e animais
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Estrogénios 17B-estradiol Originados a partir do
naturais . colesterol ou da acetil
Estrona, Estriol
coenzima-A
Estrogénios 17a-etinilestradiol Formulacéo de farmacos,
sintéticos contraceptivos e agentes

terapéuticos de reposicao

hormonal

*Adaptada de SODRE et al. 2007b

Embora os valores de log K, (coeficiente de particdo octanol/agua) da
maioria dos IE indiquem o favorecimento da ocorréncia de reagdes de
adsorcdo em material particulado em suspensao, estudos tém relatado que
alguns |E podem apresentar caracteristicas fisico-quimicas que favorecem sua
permanéncia no efluente final, mesmo ap6s aplicacdo aos tratamentos
convencionais para seu tratamento (YING et al., 2002; FALCONER et al., 2006;
MULLER et al., 2008). Por exemplo, apenas 59% do bisfenol A é retido no
tratamento convencional e em torno de 60% para o 17B-estradiol e 0 17a-
etinilestradiol. Através de filtragdo/microfiltracdo sdo removidos em torno de
70% e 95% através da osmose reversa que como sabe-se, trata-se de um
processo de custo elevado (BIRKETT & LESTER, 2003; SODRE et al., 2007b).
Desta forma, fica evidente a necessidade da busca de novas
possibilidades/procedimentos para tratamento de aguas superficiais/efluentes

contendo os interferentes enddcrinos.
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Il. Experimental

Il.1. Otimizacao de metodologia para extracao em fluxo
continuo de substancias humicas de amostras de turfa para

fins comerciais

[I.1.1. Coleta e preparo das amostras

As amostras de turfa foram coletadas no municipio de Ribeirdo Preto—
SP (distrito de Taquaral-SP). O esquema da Figura Il.1 mostra o procedimento
de amostragem na profundidade de 50 cm, onde amostras simples Ai-As

formaram amostra composta A.

SOCm{ Al | A | As | As | As A=)

Figura Il.1. Esquema do procedimento de coleta das amostras de turfa.

As amostras foram transferidas para bandejas de madeira e apo6s a
secagem ao ar (Figura I1.2), durante aproximadamente 2 dias, foram passadas

em peneiras plasticas com abertura de 2 mm.

Figura I.2. Secagem ao ar das amostras compostas de turfa.
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[I.1.2. Montagem do sistema de extracdo de substancias humicas

em fluxo continuo

O sistema de extragdo de SH em fluxo continuo foi montado conforme o

esquema da Figura 11.3.

A

BP
T &
;\‘Jz 0,5cm
| @ A
F
R, > N F,
T AM N ¥
] 2
FE
Ry —>» >
T;
> W

XAD 8

Figura I1.3. Esquema para extragdo em fluxo de substancias humicas de turfas para
fins comerciais e seu fracionamento. Bomba peristaltica (BP), frasco coletor (FC),
Frasco extrator (FE), Filtros (F1 e F2), solugdo de NaOH (R;), solucao de HCI (Ry),
agitador magnético (AM), tubos (T4, T,, T3 e T,), ponto de confluéncia (PC), descarte
(W), acido humico (AH), acido fulvico (AF), coluna com resina de troca i6nica XAD 8
(XAD 8).

Para otimizacdo do sistema foram feitos varios testes com diferentes
massas de amostras, volumes de extratores e diferentes filtros qualitativos e
quantitativos, afim de selecionar as melhores condicdes para extracao.

Apl6s a adequacgao do sistema, foram feitas extracbes das SH de turfa
em fluxo continuo utilizando como extratores NaOH, NasP.O; e KOH nas

concentragées 0,1 mol L' e 0,5 molL™.
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[1.1.3. Extracao de substancias humicas

11.1.3.1. Fluxo continuo

Transferiram-se 5,00 g de amostra de turfa para o frasco de extracédo
(FE) com agitacao magnética, adicionaram-se solugdo de extrator (R1) com
fluxo de 5,0 mL min™ pelo tubo 1 (T4). Nitrogénio foi injetado no frasco extrator
em fluxo de 100 mL min™ para minimizar a oxidacdo do material extraido. As
SH extraidas foram succionadas pelo tubo 2 (T,) passando pelo filtro (F1) para
retengcdo da parte insoluvel, denominado humina e o sobrenadante é entéo
seco em estufa com renovacao de ar para determinagao do rendimento.

A Figura 11.4 mostra detalhes do sistema de extracdo de SH em fluxo

continuo
Bomba
peristaltica
Fj/ltro
Turfa
Extrator SH

Figura Il.4. Sistema para extracdo em fluxo continuo de substancias humicas de turfas
para fins comerciais.
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11.1.3.2. Batelada

Para extracdo das substancias humicas por batelada, utilizou-se a
metodologia recomendada pela IHSS, (ROSA et al.,, 2000). Em 5,0g de turfa,
adicionou-se solucao de extratores na razao 1:10 (m/v) e deixou-se a mistura
sob agitacdo mecanica por 4 horas no equipamento Jar Test — JT 102, sob
atmosfera de nitrogénio. Separou-se 0 sobrenadante colocando-o para secar
em estufa com renovacgao de ar para determinagéo do rendimento. A Figura I1.5
ilustra o sistema de extragdo das substancias humicas de turfa por batelada.

Figura 11.5. Equipamento de extracdo das substancias humicas de amostras de turfas
por batelada.

[1.1.4. Purificagdo das substancias humicas

Impurezas inorganicas (p.ex. sais, espécies metalicas etc.) e organicas
(p.e. carboidratos, proteinas, lipideos etc.) geralmente presentes nos estratos
das SH (WERSHAW et al., 1993).

11.1.4.1. Preparagcdo das membranas de dialise

O procedimento para a preparacdo das membranas de didlise
(SAMLESS CELL 16 X 100 CLEAR) foi conduzido como descrito por TOWN et
al. (1992). Apoés tratamento por 10 minutos com solugdes de NaHCOs; 2 %
(m/v) e Na;EDTA 0,01 mol L', as membranas foram lavadas com agua (65°C)

e estocadas a -6 °C.
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11.1.4.2. Didlise das substancias humicas

As SH extraidas das amostras de turfa foram transferidas para
membranas de dialise purificadas e num béquer, fez-se a imersdao em agua
desionizada. Mergulhou-se o eletrodo de um condutivimetro deixando sob
agitacdo magnética. Substituia-se a agua do sistema quando a condutividade
estabilizava, até que a condutividade do sistema fosse igual a condutividade da
agua ultrapura usada inicialmente; 0,054 uS cm’'. Em seguida transferiram-se
as SH para placas de Petri previamente taradas e secou-se em estufa com
renovacao de ar a 55 °C até massa constante. A Figura 1.6 ilustra o sistema de

purificacdo das substancias humicas extraidas das amostras de turfas.

Figura 11.6. Purificagdo das substancias humicas extraidas por fluxo continuo de
amostras de turfas.

[1.1.5. Determinagdes do rendimento das extragdes
O rendimento das extragdes foi calculado pela relacao entre a massa de
turfa seca submetida a extracdo e a massa de material organico extraido no

sistema em fluxo continuo e por batelada.
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[1.1.6. Montagem e otimizagdo de planta piloto para extracdo em

fluxo de substancias humicas para fins comerciais

A planta piloto para extracdo de substéncias humicas em fluxo para fins
comerciais foi montada e otimizada na Universidade Federal de Alagoas —
Campus Arapiraca.

Na Figura .7 exibe-se a planta piloto montada no Campus da UFAL
Arapiraca-AL para extracdo em fluxo de substancias humicas para fins

comerciais.

Extrator

Frasco extrator

HCI 0,1 mol L™

Frasco coletor

Figura I1.7. Planta piloto para extragao em fluxo continuo de substancias humicas para
fins comerciais.

[1.1.7. Determinagdo da capacidade complexante das substancias
hamicas em fluxo continuo por diferentes extratores por macro e

micronutrientes
Para determinacdo da capacidade complexante das SH extraida de
amostras de turfa em fluxo por macronutrientes (Ca®* e Mg?*) e micronutrientes

(Zn?*, Co®*, Mn**, Cu®* e Mo?*) utilizou-se o sistema de ultrafiltragdo tangencial
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proposto por BURBA (2001) e apresentado na Figura 1.3. As titulagées foram
feitas em volume de 250 mL de solugdo de SH 100 mg L extraidas com NaOH
0,1 mol L™, KOH 0,5mol L™ e NasP,07 0,1 mol L, ajustou-se o pH em torno de
5,5 com solucdo de NaOH 0,1 mol L. Antes da adicdo das solucées de micro
e macronutrientes, deixou-se o sistema bombeando por cerca de cinco minutos
para condicionamento da membrana. A seguir filtrou-se a primeira aliquota
(cerca de 2 mL), a qual corresponde ao tempo zero, ou seja, antes da adicéo
da solugao dos nutrientes. Essa aliquota contém uma pequena quantidade de
nutrientes, correspondente a fracao livre (ndo complexada as SH), mais aquela
fracdo ligada originalmente as SH com tamanho molecular menor que 1 kDa.
Adicionaram-se aliquotas de solugcao dos nutrientes a solugcdo de SH para
atingir concentracgdes finais 0,24; 0,48; 0,72; 1,32; 1,92; 2,52; 3,72; 4,92; 6,12 e
7,32 mg L. Apés cada adicdo deixou-se o sistema sob agitacdo por 10
minutos para atingir o equilibrio de complexagédo. Coletaram-se aliquotas
(cerca de 2 mL) e as concentragbes das macro e micronutrientes livres foram
determinadas por ICP-OES (SANTOS et al., 2007).

[1.1.8. Determinagédo dos macro e micronutrientes

A concentragdo dos macro e micronutrientes foram determinadas por
espectrometria de emissdo atbmica com plasma de arg6nio induzido (ICP-
OES), Thermo Jarrel Ash (SANTOS et al, 2007), utilizando-se solugbes
padroes mista para curva analitica e as seguintes condi¢des experimentais.

. deteccao simultédnea (CID “change-injection device);

. leitura em axial;

. nebulizador concéntrico, 32psi;

. gas de nebulizagéao e refrigeracao argonio;

. aspiracdo da amostra, 1,9 mL min’™";

. fluxo de gas auxiliar, 0,50 L min™";

. radio frequiéncia, 1350W;

. tempo de integracéo, 20 s;

. fluxo de gas externo argénio, 15 L min™.
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I.2. Substancias humicas de turfas enriquecidas com
nutrientes para aplicacao agricola: competicao entre nutrientes

e metais potencialmente toxicos presentes em solos tropicais.

[I.2.1. Materiais e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza analitico
ACS. As solugdes acidas foram preparadas por diluicdo de 30% &cido cloridrico
(Suprapur, Merck AG) e 65% de acido nitrico (Merck AG, grau analitico, pré-
purificada por destilagdo) com agua de alta pureza (sistema Milli-Q, Millipore).

Padrao sintético (Multi-elementar ICP - Merck AG) foi usado para calibragdes.
[I.2.2. Extracao das substancias humicas

As amostras de turfas foram coletadas na regido do Rio Mogi, nas
proximidades do municipio de Ribeirdo Preto-SP. As substéncias humicas
foram extraidas de acordo com o procedimento recomendado pela Sociedade
Internacional de Substancias Humicas (IHSS).
[1.2.3. Purificagdo das substancias humicas

As substancias humicas extraidas das amostras de turfas foram
transferidas para tubos de diadlise e dializadas com agua desionizada para
eliminacdo de sais sollveis. A agua externa foi trocada trés vezes depois de

3-5 horas e depois de 12 horas até que os ions CI' ndo fossem detectados.

[I.2.4. Caracterizacao das substancias humicas

11.2.4.1. Analise elementar
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A composicédo da andlise elementar (C, H, N, O e S) das amostras de
SH foi determinada usando analisador elementar Thermo Finnigan Flash EA
1112.

11.2.4.2. Ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

Os espectros de EPR foram adquiridos em um equipamento Bruker
EMX-operacional espectrdbmetro de marca na banda X (~ 9 GHz), a
temperatura ambiente. Para a analise quantitativa, tubos de quartzo foram
preenchidos com as amostras de SH, observando as suas respectivas massas
para posterior normalizacdo dos dados. A aproximacdo | x (.A Hpp)? foi usado
para obter as areas dos picos , quando | € a intensidade do sinal e (.A Hpp) a
distancia de pico a pico do sinal. Os radicais livres do tipo semi-quinona foram
quantificados pelo método padrdo secundario, utilizando um cristal de rubi
(Al2O3), contendo 0,5 wt.% de Cr (lll). Seu fator g é de 1,263, nao interferindo
com o radical livre semi-quinona, cujo valor de g esta em torno de 2,003 (WEIL,
1994)

11.2.4.3. Espectroscopia na regido visivel (E4/Eg)

A razao E4/Eg foi determinada por dissolucao de 2,0 mg de SH de turfa
em 10 mL de solugdo 0,05 mol L' de NaHCO3, fazendo em seguida leituras de
absorbancia a 465 e 665 nm em espectrédmetro Hitachi U2000 (GAO et al.
1999).

[1.2.5. Interagbes entre substancias humicas e espécies metalicas

11.2.5.1. Determinagdo da capacidade complexante de substancias humicas
de turfas por micro e macronutrientes, e metais potencialmente tdxicos

presentes em solos tropicais.

Para a determinagdo da capacidade complexante das substancias
humicas por metais potencialmente toxicos (Al e Pb) / micro e macronutrientes
(Co, Cu, Mn, Mo, Ni, Zn, Ca e Mg), utilizou-se o procedimento analitico
proposto por BURBA et al. (2001) ilustrado na Figura |.3. Este procedimento
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baseia-se na utilizacdo de um sistema de ultrafiltracdo tangencial (Sartorius
Ultrasart X), equipado com membrana de 1 kDa (Gelman Pall-Filtron OMEGA,)
a qual impede a passagem das SH e dos complexos SH/metais com tamanho
molecular maior que 1 kDa. Logo, os ions metalicos livres ndo complexados as

SH ou trocados por elas passam através da membrana.

11.2.5.2. Competicdo entre metais potencialmente toxicos presentes em solos

tropicais e substancias humicas enriquecidas com macro e micronutrientes.

Com base na capacidade de complexagdo das SH, em 40 mL de
solugdo de SH 0,50 mg mL"' adicionaram-se 10 mL de solugdo padrdo
multielementar de micro e macronutrientes (20 mg L™ de Co, Cu, Mn, Mo, Ni,
Zn, Ca e Mg). Ajustou-se o pH em 5,0 com solugdo de NaOH 0,1 mol L™,
adicionou-se agua até o volume de 200,0 mL e deixou-se a solugdo sob
agitacao por 24 horas a temperatura ambiente (cerca de 28 °C). Utilizou-se o
sistema de ultrafiltracdo tangencial equipado com membrana de 1kDa (Figura
[.3). Antes da adicdo da solugdo dos metais potencialmente téxicos (Al, Pb),
deixou-se o sistema bombeando por cerca de cinco minutos para
condicionamento da membrana. A seguir, filtrou-se a primeira aliquota (cerca
de 2 mL), a qual corresponde ao tempo zero, ou seja, antes da adicdo da
solucdo do metal ndo essencial. Essa aliquota contém uma pequena
quantidade de metais correspondente a fracao livre (ndo complexadas as SH)
mais aquela fracao ligada as SH, com tamanho molecular menor que 1kDa.

Adicionaram-se aliquotas de solucdo do metal ndo essencial (500,00
mg L") & solugdo de SH-micro e macronutrientes para atingir concentragées
finais 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00 e 20,00 mg L. Apés cada adicdo
deixou-se a mistura sob agitagdo por 30 minutos para atingir o equilibrio de
troca (SANTOS et al.,, 2007). Coletaram-se aliquotas (cerca de 2 mL) e as
concentragbes das espécies metalicas livres foram determinadas por
espectrometria de emissdo atbmica com plasma de arg6nio induzido (ICP-
OES).
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I.3. Interacdoes entre substadncias humicas aquaticas e
interferentes endécrinos

[1.3.1. Materiais e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza. As solu¢des
acidas e basicas utilizadas na extracdo das SHA foram preparadas por diluicao
de 30% acido cloridrico (Suprapur, Merck AG) ou hidréxido de sbédio
monohidratado (suprapure, Merck AG, Germany) em &gua de alta pureza
(sistema Milli-Q, Millipore). O adsorvente XAD 8 (Serva Feinbiochemica,
Germany) necessério para isolar as SHA, foi pré-purificado com sucessivas
imersdes em HCI 0,5 mol L™, NaOH 0,5 mol L' e metanol (24 h cada). As
solugdes estoque de Bisfenol A (Sigma-Aldrich) and 17 a-etinilestradiol (Sigma-
Aldrich) foram obtidas por solubilizagdo em acetonitrila (Merck AG, Germany).

[1.3.2. Local de amostragem e caracterizacdo das amostras de agua

O Rio ltapanhau esta localizado no Parque Estadual da Serra do Mar
(Latitude: 23°50'23"S, Longitude: 46°08'21"W), em uma area de protecao
ambiental na 72 Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHIs) na
Baixada Santista, municipio de Bertioga-SP. O Rio Ribeira do Iguape esta
situado na Estacdo Ecolégica Juréia (Latitude: 24°41'59"S, Longitude:
47°33'05"W), localizado no 112 Unidade de Gerenciamento de Recursos
Hidricos (UGRHIs) no municipio de Iguape-SP. Essas regides sao
caracterizadas por clima temperado tropical, indice pluviométrico de 2,692
mm/ano, humidade de 81,2% e tempo de exposi¢édo de sol de 152,5 horas/més
em Janeiro e 96,8 horas/més em julho.

Para caracterizagdo das amostras de 4agua, pH, temperatura,
condutividade e oxigénio dissolvido foram determinados in situ ap6s calibracao
do equipamento, usando solugdes padrées de referéncia. No laboratério, as
amostras de agua foram digeridas com HNOj; concentrado a 120°C e as
concentragbes dos metais Cu, Fe, Mn e Ni foram determinados por
espectroscopia de absor¢cdo atébmica. Os teores de carbono organico dissolvido
(COD) presente nas amostras de agua foram determinados por combustao
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catalitica com fluxo de oxigénio e em sequencia deteccédo de Infra Vermelho
com Schimadzu TOC 5000 analyzer (ROSA et al., 2006).

[1.3.3. Extragdo das substancias humicas aquaticas por resina XAD
8.

As substancias humicas aquaticas (SHA) foram extraidas das amostras
de &guas apos filtragdo em membranas de 0,45 pm, acidificadas em pH 2,0
com HCI 0,5 mol L™ e extraidas por resina XAD 8, seguindo recomendacdes de
AIKEN et al. (1985). Ap6s eluicdo com NaOH 0,1 mol L™, as SHA concentradas
foram acidificadas a pH 5,0 com solugéo de HCI 0,1 mol L™ HCI, evaporado a

vacuo e seco em estuda de circulagao de ar a 55 °C (ROSA et al., 2006).

[1.3.4. Caracterizacao das substancias humicas aquéaticas

A composicao elementar (C,H,N,O e S) das SHA foram determinadas
usando analisador elementar Thermo Finnigan Flash EA 1112. Os
experimentos de RMN *C com polarizagdo cruzada (PC) e rotagdo do angulo
magico (MAS) com amplitude variavel (VA) foram feitos em um espectrémetro
Varian (modelo Unity Inova 400). As amostras de SHA foram acondicionadas
em um rotor cilindrico de zircdnia, com 5 mm de didmetro (Doty Supersonic),
girando a 6 kHz em um probe Doty Supersonic para provas sélidas. Os
espectros de RMN *C VACP/MAS foram obtidos nas seguintes condicdes
experimentais: freqiiéncia de ressonancia de 100.05 MHz para '*C, banda
espectral para polarizagdo cruzada de 20 kHz, pulso de preparagdo do préton
de 3,8 ps, tempo de contato de 1 ms, tempo de aquisi¢do de 12,8 ms e tempo
de espera para relaxacdo de 500 ms. Os valores de deslocamento quimico
foram referenciados ao hexametil benzeno (HMB), o qual possui linha bem
definida em 17,2 ppm.

[1.3.5. Interagcbes entre substancias humicas aquéticas e

interferentes endoécrinos

Para os estudos de interacdo entre SHA e IE (17 a-etinilestradiol e
Bisfenol A), utilizou-se o procedimento analitico baseado em ultrafiltracao
proposto por BURBA et al. (2001) e ilustrado na Figura 1.3. Este procedimento
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baseia-se na utilizacdo de um sistema de ultrafiltracdo tangencial (Sartorius
Ultrasart X), equipado com membrana de 1 kDa (Gelman Pall-Filtron OMEGA)
o qual permite a separagcdo dos complexos SHA-IE com tamanho molecular
maior que 1 kDa em relagéo aos IE livres.

11.3.5.1. Determinagdo do tempo de equilibrio de complexagdo entre SHA e
17 a-etinilestradiol e Bisfenol A

Estudos cinéticos de complexacdo das SH fornecem importantes
informacdes quanto ao tempo minimo necessario para que a espécie quimica
em estudo se complexe as SHA. Adicionaram-se 8,00 mL da solucao de 100
mg L' de 17 a-etinilestradiol e Bisfenol A & 192,0 mL de uma solugdo de SHA
20 mg L™ e 10 aliquotas de 1,0 mL cada foram coletadas em intervalos entre 5
e 210 minutos. Apds as determinagdes dos IE por cromatografia gasosa
acoplada a espectrdmetro de massa, o tempo de equilibrio de complexagéao foi
determinado representando graficamente a concentragdo de metal livre em

funcdo do tempo.

11.3.5.2. Determinacdo da capacidade de complexacdo das SHA por
17 a-etinilestradiol e Bisfenol A.

As titulagbes foram feitas em volume de 200 mL de solugdo de SHA 20
mg L', ajustou-se o pH em 5,0 com solugdo de NaOH 0,1 mol L. Antes da
adicao da solugao dos IE, deixou-se o sistema bombeando por cerca de cinco
minutos para condicionamento da membrana. A seguir filtrou-se a primeira
aliquota (cerca de 2 mL), a qual é correspondente ao tempo zero, ou seja,
antes da adicao da solucao dos IE. Adicionaram-se aliquotas de solucao de IE
a solucao de SHA para atingir concentragdes finais 0,05; 0,15; 0,25; 0,35; 0,45;
0,55; 0,65 e 0,75 mg L' em IE. Entre cada adicdo deixou-se a mistura sob
agitacdo por 30 minutos para atingir o equilibrio de troca. Coletaram-se
aliquotas (cerca de 2,0 mL) e as concentragdes dos |IE foram determinadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas. A capacidade
complexante das SHA foi determinada representando graficamente a
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concentragéo dos IE adicionados pelos IE “livre” (separado usando o sistema
de ultrafiltracdo).

11.3.5.3. Competicdo entre interferentes enddcrinos e substancias humicas

aquaticas

Com base na capacidade de complexacdo das SHA, em 196 mL de
solugdo de SHA 20 mg L™, adicionaram-se 2 mL de cada solucdo padrdo dos
interferentes endécrinos 100 mg L™ ajustando-se o pH em 5,0 com solugéo de
NaOH 0,1 mol L. Antes da adicdo da solucdo dos IE, deixou-se o sistema
bombeando por cerca de cinco minutos para condicionamento da membrana. A
seguir, recolheu-se cerca de 1,0 mL das aliquotas contendo os IE livres, nos
seguintes tempos: 0, 10 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h, 24h, 48h e
72h.

[1.3.6. Andlise Cromatografica

11.3.6.1 Metodologia de extragcao

A otimizagao da extragdo dos analitos usando cartuchos Nexus (Varian)
foi realizada de acordo com as recomendacbes Nexus para interferentes
enddcrinos. Primeiramente, 10 mL de cada amostra foi passada através de um
cartucho Nexus (83 mL) preenchidos com 60 mg do adsorvente. Apds a
secagem a vacuo, os cartuchos foram eluidos com 5 mL de metanol / acetato
de etila (10:90, v/v). Os extratos foram entdo derivatizados, apds a evaporagao
do metanol/acetato de etila. As solugdes padrdes e amostras foram
derivatizadas de acordo com o procedimento proposto por JEANNOT et al.
(2002), o qual consiste em evaporar até a secura a 30°C, adicionou-se 50 pL
do agente derivatizante conhecido como BSTFA, os tubos de ensaio foram
fechados e colocados em banho de agua termostatizada a 60 °C por 30 min.
Em seguida, foram adicionados 500 pL de 2,2,4-trimetilpentano (isoctano) e
levados a banho de ultrasom por 10 min. Em seguida, foram completadas com
isoctano até 1 mL e analisadas por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS).
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11.3.6.2 Analise cromatogréafica

Usou-se o aparelho GC-MS 450-GC (Varian) equipado com um injetor
com programacao de temperatura (split-splitless) modelo 1079 acoplado a um
espectrometro de massa 200-MS com ION-TRAP e um software gerenciador
SATURNO 2000 (Varian).

Foram injetados 40 pL dos extratos derivatizados. A temperatura inicial
do injetor foi de 90°C, mantida por 1,5 min, em seguida, aumentada a uma
razdo de 200°C min"' até a temperatura de 300°C e mantida por 12,4 min. A
valvula split-splitless foi operada no modo split até 1,5 min, em modo splitless
de 1,5 a 3 min, e retornado ao modo split de 3 até 15 min.

Os compostos foram separados por uma coluna VF-5ms (95% dimetil-
5% fenilpolisiloxano; Varian-Chrompack, Les Ulis. France). A temperatura
inicial da coluna foi mantida a 90°C por um periodo de 0,5 min, aumentada a
uma razéo de 30°C min™' até 240°C, em seguida, aumentada lentamente a 5°C
min” até 280°C, a qual foi mantida por 1,5 min. O gas de arraste utilizado foi o
hélio 6,0 a um fluxo de 1,2 mL min™". A temperatura da linha de transferéncia foi
de 280°C.

As analises qualitativas referem-se as condicoes: tempos de retengéo e
ions de quantificacdo foram 7,97 min e m/z 357 de bisfenol A, e 12,73 min e

m/z 368 e 285 para 17a-etinilestradiol.
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lll. Resultados e Discussao

lll.1. Otimizacao de metodologia para extracao em fluxo
continuo de substancias humicas de amostras de turfa para

fins comerciais

[lI.1.1. Extracdo de substancias humicas em fluxo continuo e

batelada

Ap6s a montagem do sistema de extragdo de SH em fluxo continuo,
foram verificados diferentes parametros como: fluxo de extrator, fluxo de SH,
massa de amostra, volume de extrator e filtro qualitativo para retengdo do
material insolUvel, denominado humina.

As condigdes que apresentaram melhores rendimentos e menores
inconvenientes foram:
- Fluxo de extrator: 5,0 mL min™;
- Fluxo de SH: 2,0 mL min™;
- Velocidade da bomba peristéltica: 30 rpm;
- Massa de amostra: 5,0 g
- Raz&o amostra:extrator 1:10

Diferentes filtros foram testados e utilizou-se um Monitor de Analise de
Aerossol da marca Millipore de poliestireno adaptado com papel de filtro
qualitativo Whatman n® 42 como sistema de filtragdo. Esse filtro mostrou-se
eficiente na retencdo do material insoluvel, diminuindo problemas com
entupimento, exercendo uma pressao no interior do sistema. O filtro adaptado
pode ser observado na Figura Ill.1.
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Figura Ill.1. Sistema de filtracdo adaptado (Amostrador de Aerossol — Millipore),
utilizado no sistema de extracao em fluxo continuo.

Apoés a otimizagdo do sistema em fluxo continuo foram feitas extracdes
com diferentes extratores (NaOH, KOH e NasP.0O;) em diferentes
concentragées (0,1 mol L e 0,5 mol L.

Para avaliacao da eficiéncia do sistema em fluxo, foram feitas extragdes
por batelada também com diferentes exiratores e concentragbes e o0s
resultados dos rendimentos obtidos nos dois métodos estéo listados na Tabela
.1.

Tabela lll.1. Rendimentos das extracées de substancias humicas em amostras de
turfa pelos sistema em fluxo continuo e por batelada.

Extratores Rendimento (% m/m) Rendimento (% m/m)
por batelada por fluxo continuo
NaOH 0,1 mol L’ 50,00 68,00
NaOH 0,5 mol L™’ 48,00 65,00
KOH 0,1 mol L™ 35,00 42.00
KOH 0,5 mol L™ 40,00 45,00
NasP,07 0,1 mol L™ 35,00 38,00
Na,P.07 0,5 mol L™ 37,00 41,00

Os resultados mostraram que o sistema de extracdo em fluxo continuo
apresentou melhores rendimentos quando comparado com o sistema por

batelada, diminuindo o tempo necessario para extracao (em aproximadamente
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2 horas), devido a continua extracdo do material humico pelo extrator, o qual
vai sendo renovado. Esses resultados corroboram com aqueles obtidos por
ROSA et al. (2000) onde avaliou-se a extragdo em fluxo continuo de
substéncias humicas de solos com NaOH.

Com relagao aos diferentes extratores, os maiores rendimentos nos dois
sistemas de extragdo foram obtidos quando utilizou-se NaOH 0,1 mol L™ como
extrator,entretanto o NasP>O; tem sido amplamente utilizado na extracao de
SH, produzindo pequenas alteragcdes quimicas e diferentes estudos tem
sugerido o uso de mistura de NaOH e NasP.0O7; como extrator (ZACCONE et
al., 2007). Os rendimentos ndo apresentaram diferenca significativa quanto a

concentracao dos extratores.

[l1.1.2. Montagem da planta piloto para extracdo em fluxo de

substancias humicas para fins comerciais.

A Figura 1.7 mostra a planta piloto montada no Campus da UFAL
Arapiraca-AL para extracdo em fluxo de substancias humicas para fins
comerciais.

Para a montagem da planta piloto utilizou-se materiais de baixo custo e
o sistema em fluxo baseou-se na gravidade, eliminando assim, a necessidade
de bomba peristéltica, 0 que pode encarecer o processo.

Na planta piloto projetada, utilizou-se recipiente de 30 L, garrafas PET e
materiais utilizados em procedimentos de enfermagem, os quais permitem
controlar o fluxo controlado dos reagente e das substancias humicas extraidas.

No frasco onde ocorre a extracdo das SH, foi necessario utilizar duas
camadas de telas para impedir entupimentos. A adicdo do HCI 0,1molL™ deve
ser feita para fracionar as SH em acido humico e acido fulvico.

Apb6s a montagem da planta piloto para extracao de SH em fluxo, fez-se
a otimizagdo das condicbes a fim de garantir maior rendimento para as
extragcoes. As condi¢goes que apresentaram melhores rendimentos e menores
inconvenientes foram:

- Fluxo de extrator: 10,0 mL min™;
- Fluxo de SH: 5,0 mL min'™;
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- Razdo amostra:extrator 1:10;

A extragdo foi feita com diferentes extratores e ap0s essa etapa, as
amostras de SH foram secas em estufas a 60°C.

A extragdo em fluxo na planta piloto mostrou-se eficiente e independente
do extrator, assim foi possivel extrair cerca de 100 litros de SH em 8 horas de
processo. O processo de extragdo em fluxo ainda mostrou-se adequado,
quando comparado com o processo por batelada, pois dispensa o trabalho em

etapas de filtracao, centrifugacao, ajuste de pH e manuseio das amostras.

[11.1.3. Determinacédo da capacidade complexante das SH de turfas
extraidas em fluxo com diferentes extratores por macro e

micronutrientes.

Na comercializagdo das substancias humicas como adubo orgéanico,
além da etapa de extracdo, também é comum a pratica de enriquecimento do
material extraido com macro e micronutrientes, que fornece ao consumidor um
produto rico do ponto de vista agronémico, entretanto, pouco se conhece sobre
a capacidade das SH extraidas de complexar esses nutrientes. Assim, os
dados de capacidade de complexagdo (CC) sao uteis, fornecendo as
concentragbes maximas de nutrientes que as SH conseguem complexar,
evitando desperdicios e possivel contaminagao.

Na determinacdo da capacidade complexante das SH extraidas de
amostras de turfa em fluxo por macronutrientes (Ca®* e Mg?*) e micronutrientes
(Zn?*, Co?*, Mn?*, Cu®** e Mo?*), foi feita titulagdo utilizando-se o sistema de
ultrafiltracdo tangencial. Durante a titulagdo, primeiro ocorre saturagdo dos
sitios ligantes mais fortes e depois a saturagdo dos mais fracos.

A Figura Ill.2 mostra uma curva tipica para a determinacdo das
capacidades complexantes das SH pelos nutrientes, onde se representou
graficamente a concentracao do nutriente livre versus a concentragao nutriente
total (mmol L™"). As curvas apresentam uma mudanca no coeficiente angular e
a capacidade complexante é obtida pela intersec¢ao das duas secdes lineares
(EINAX & KUNZE, 1996).
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Figura 1l.2. Curva para determinacido da capacidade complexante das substancias
himicas extraidas de amostras de turfas com NaOH 0,1 mol L' por ions Cu®.
Condigdes: pH = 5,5; Csy = 100 mg L™; /= 0.10 mol L™ NaNOs;.

A Tabela 1.2 apresenta os valores determinados da capacidade
complexante das substancias humicas extraidas em fluxo de amostras de turfa,
utilizando como extrator NaOH 0,1 mol L', KOH 0,1 mol L™ e NasP>0O; 0,1 mol
L.
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Tabela lll.2. Capacidades complexantes das substancias humicas extraidas em fluxo
de amostras de turfa, com os extratores: NaOH 0,1 mol L™, KOH 0,1mol L' e Na,P>0;,
0,1 mol L™

Capacidades complexantes
SH / Extrator (mmol metal g’ SH)

Ca Mg Zn Co Mn Cu Mo

NaOH 0,1 mol L 0,97 0,65 050 039 055 045 0,20
KOH 0,1 mol L 0,88 0,63 0,51 0,48 053 0,43 0,14

Na,P,0; 0,1 molL" 1,07 0,70 053 043 057 0,41 0,22

Os valores de CC para as SH fornecem importantes informacbes de
natureza quantitativa (quantidades complexadas de cada metal) bem como,
quanto a afinidade das mesmas por diferentes espécies metalicas. Assim, de
acordo com os dados da Tabela I1l.2, pode-se estabelecer a seguinte ordem
crescente de afinidade entre os ions metdlicos estudados pelas substancias

himicas extraidas com diferentes extratores das amostras de turfa:

SH NaOH 0,1 mol L™: Mo << Co < Cu <Zn < Mn < Mg < Ca
SH KOH 0,1 mol L": Mo<< Cu < Co<Zn<Mn < Mg < Ca
SH NasP>0; 0,1 mol L": Mo<< Cu < Co < Zn < Mn <Mg < Ca

Segundo PEARSON (1963), as espécies quimicas podem ser
classificadas como &cidos e bases “duros” e “moles” e os conceitos de “dureza”
e “maciez” ajudam a interpretar parte dos mecanismos envolvidos nas reac¢des
de complexacgdo. A tendéncia dos acidos “moles” ligarem-se as bases “moles”
e a dos acidos “duros” ligarem-se as bases “duras”, explica a forma com que os
elementos sao encontrados na crosta terrestre. Nesta classificacdo existem
duas classes principais: os elementos litofilicos e os elementos calcofilicos. Os
elementos litofilicos s&o cations duros, entre eles o magnésio, aluminio, litio,
calcio, ferro, manganés, que tem grande afinidade por bases duras, como O?.
Por outro lado os elementos calcofilicos (acidos moles) sédo frequentemente
encontrados em combinagdo com grupos tidis e cianos (bases moles) e

incluem cobre, chumbo, zinco, cadmio, dentre outros.
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Pelas capacidades complexantes das substancias humicas das
amostras de turfa com diferentes extratores, observou-se que a maior afinidade
esta relacionada ao magnésio e ao célcio, os quais sdo classificados como
acidos duros. Esta maior afinidade deve estar relacionada com a grande
quantidade de grupos oxigenados (bases “duras”) presentes nas amostras de
SH. Os elementos Co e Cu apresentaram afinidades intermediarias e o Mo foi o
micronutriente que apresentou a menor afinidade pelas substancias huamicas
independente do extrator, corroborando com os dados de MENDONCA (2010).

Os resultados listados na Tabela [ll.2 mostram também que os
elementos litofilicos (Ca, Mg e Mn) apresentaram maiores capacidades
complexantes para as substancias humicas extraidas com pirofosfato de sédio
em comparagao com o0s outros extratores. Diversos trabalhos mostram que
substancias humicas extraidas com pirofosfato de sédio apresentam maior
concentracdo de moléculas oxidadas (LAVORENTI et al, 1997;
GIEGUZYNSKA et al., 2009). Segundo GIEGUZYNSKA et al. (2009) cations
polivalentes como Ca(ll) e Mg(ll) sdo capazes de formar ligacbes entre as
cargas locais de superficie negativa e as macromoléculas humicas anibnicas.
Por complexagdo dos cdtions, o pirofosfato libera as macromoléculas
organicas, as quais apresentam maior concentragcdo de grupos oxigenados e
susceptiveis a complexagdo. Assim, pode-se inferir que a maior afinidade entre
Ca e Mg pelas SH extraidas com pirofosfato, deve estar relacionada com a
grande quantidade de grupos oxigenados presentes nas estruturas das SH
quando se utiliza este extrator.

Os resultados da capacidade de complexacdo mostraram que
independente do extrator, as SH extraidas apresentaram maior afinidade por
Ca e Mg, macronutrientes essenciais, € que uma maior complexacao €

favorecida quando se utiliza pirofosfato de s6dio como extrator.
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lll.2. Substancias humicas de turfas enriquecidas com
nutrientes para aplicacao agricola: competicao entre nutrientes
e metais potencialmente téxicos presentes em solos tropicais.

[l1.2.1. Caracterizacao das substéancias humicas.

As razbes atOmicas obtidas pelo resultado da analise elementar
forneceram informacdes sobre as caracteristicas estruturais das substancias
huamicas. A razao H/C esta relacionada com o grau de aromaticidade das SH,
isto é, quanto menor a razdo H/C, maior o grau de aromaticidade das SH.
Também, um aumento no conteddo de hidrogénio indica um maior nimero de
carbonos alifaticos (CHz) do que carbonos insaturados (CH,=CH). O valor
obtido para a razao atdbmica H/C esta similar ao relatado na literatura (Tabela
111.3) (ZACCONE et al. 2007).

A razdo atémica O/C esta relacionada com os teores de carboidratos
das SH. Elevados valores dessa razao indicam menor grau de humificacéo,
devido a diminuicdo nos teores de carboidratos. A amostra em estudo
apresenta um menor numero de grupos oxigenados, comparado com os dados
da literatura (Tabela II1.3).
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Tabela IlIl.3. Razbdes atémicas (H/C, O/C) em diferentes amostras de substancias
humicas extraidas de turfas e solos de diferentes regides de acordo com a literatura e
este estudo.

Amostras H/C o/C Referéncias

Acido htimico de solo tropical 1,29-1,45  0,47-0,75 Canellas et al., 2008

Acido humico de turfa 1,05-1,30  0,40-0,65 Zaconne et al., 2007
Acido hiimico de solo tropical Gonzales-Pérez et
1,21 0,63
al.,2006

Substancias humicas de solos
0,20-0,71 0,80-3,23 Rosa et al., 2005

tropicais

Acido humico de turfa 1,0-1,6 0,36-0,52 Li et al., 2003
Substancias humicas de turfas 0,79 0,67 Lu et al., 2000
Este estudo 1,16 1,24 -

A concentragdo de radicais livres do tipo semi-quinona, obtidos por
ressonancia paramagnética eletrdnica, foi utilizada para caracterizar as SH
extraidas de amostras de turfas, pois de acordo com varios pesquisadores
(SAAB & MARTIN-NETO, 2007; SERUDO et al., 2007; GONZALEZ-PEREZ et
al., 2006; ROSA et al., 2005) fornece boas indicacdes do grau de humificacao
da SH em estudo.

O valor médio obtido do teor de radicais livres para as amostras de
substancias humicas foi de 2,6 x 10" + 0,5 spin g' de carbono que sdo
comparaveis as amostras de substancias humicas extraidas de solos tropicais
(ROSA et al., 2005).

A razdo E4/Es € um importante indicativo do grau de condensagédo da
macromolécula humica que geralmente esta associada a sua aromaticidade. O
aumento da razao indica estrutura com menor aromaticidade e a diminui¢cao da
razdo maior aromaticidade. De acordo com a literatura, razées menores que 4
indicam maior presenca de estruturas aromaticas condensadas, e valores
maiores que 4, presenca de poucas estruturas aromaticas condensadas
(ROSA et al. 2000). O valor determinado para substancias humicas extraidas
de amostras de turfa da regido do Rio Mogi-SP foi de 3,47.
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[ll.2.2.  Interacbes entre  substancias humicas, macro,
micronutrientes e metais potencialmente toxicos presentes em solos

tropicais.

Dentre os metais potencialmente téxicos com origem em solos tropicais
destaca-se o aluminio. Este esta presente no solo como fragmentos de rochas
aluminossilicatas, minerais secundarios, hidréxidos, sais de aluminio € em
solugcdo. O teor de aluminio disponivel no solo esta relacionado com o pH do
mesmo (MALAVOLTA, 1976). O excesso de aluminio em solos, além de alterar
o pH e influenciar na absor¢ao de nutrientes pelas plantas pode diminuir a taxa
de crescimento das mesmas, influenciando no desenvolvimento radicular.

A concentragdo de chumbo em solos € bem variavel e valores mais
elevados podem ser determinados em regides densamente povoadas ou
proximas de areas industriais. FADIGAS et al. 2006, prop6s valores de
referéncia para a concentracdo natural de metais potencialmente tdxicos
inclusive chumbo. De acordo com esses autores, os valores permitidos
dependem de varios fatores, mas principalmente da composi¢cao dos solos. A
adicao de matéria organica, calagem e aplicacdo de fosfatos nos solos
reduzem o conteudo de chumbo disponivel e subseqiente absor¢do pelas
plantas. A liberagdo de chumbo em solos aumenta em fun¢ao da acidez, sendo
maior em solos com baixo conteudo organico (MALAVOLTA, 1976).

Os minerais sao classificados em micro e macronutrientes, que podem
ser fornecidos pelo solo ou por adubos e corretivos para seres autotréficos
(vegetais). Dentre a lista de macronutrientes estédo, calcio e magnésio, e na
lista de micronutrientes cobalto, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco
(MALAVOLTA, 2006). O niquel é um elemento trago essencial, por exemplo, na
enzima uréase. Entretanto, é importante notar que, em excesso, estes
nutrientes podem se tornar toxicos, € sua aplicacao direta no solo, sem estudos
anteriores sobre suas interagées, pode levar a danos ambientais e/ou colheitas
reduzidas (MALAVOLTA, 2006).

A capacidade complexante (CC) das SH € um importante parametro que
fornece a capacidade maxima das SH em complexar determinadas espécies
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como ions metélicos. A CC mostra a maior afinidade dos sitios ligantes das SH
em estudo por determinada espécie metalica.

A Figura IlI.3 é uma curva tipica que reflete a capacidade de
complexacdo de amostras de substancias humicas de turfa com solugdes
padroes de metais, no caso, Pb(ll) com o procedimento de ultrafiltracdo em
fluxo tangencial. A determinagcdo da capacidade de complexacdo (CC) foi
obtida plotando a concentragdo da espécies metdlica livre (mmol L) versus a
concentragdo da espécie metdlica total (mmol L™"). A curva apresenta uma
mudanca no coeficiente angular e a capacidade de complexacao foi obtida pela

interseccao das duas sec¢odes lineares do grafico (EINAX et al., 2001).

0,12
0,10—-
0,08—-
0,06—-

0,04

Pb(ll) (mmol L™

0,02

0,00

T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Pb(Il)._(mmol L™

Total(

Figura Ill.3. Curva da capacidade complexante de substancias humicas de turfa por
Pb(ll), utilizando a técnica de ultrafiltragdo tangencial. Condi¢des: concentracdo das
amostras: Csy: 100 mg L™'; pH 5.0; /= 0.10 mol L™ NaNOs.

Pela analise dos resultados das capacidades complexantes (Tabela
l1l.4.) pode-se descrever a seguinte ordem crescente de afinidade das SH pelos

micro e macronutrientes:
Zn<Co<CasMg<Mn=Ni<Pb<Mo<AIl<Cu
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Tabela ll1l.4. Capacidade de complexagao de substancias himicas de turfa por micro e
macronutrientes e metais potencialmente toxicos.

Metais Capacidade de complexagcdo (mmol metal g* TOC)
Ca 4,25
Mg 4,33
Zn 2,10
Co 3,07
Ni 4,58
Mn 4,52
Cu(ll) 13,75
Mo 13,37
AI(IIT) 13,59
Pb(ll) 8,33
[ Macronutrientes [_1 metais potencialmente toxicos

Micronutrientes

As Figuras Ill.4. e |II.5. mostram as tendéncias de micro e
macronutrientes complexados por substancias humicas extraidas de amostras
de turfa, frente aos metais potencialmente toxicos Al(lll) e Pb(ll),

respectivamente.
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Figura lll.4. Competicdo dos sitios ligantes das substancias humicas enriquecidas
com micro e macronutrientes por Al(l11).
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Figura IlIl.5. Competicdo dos sitios ligantes das SH enriquecidas com micro e
macronutrientes por Pb(ll).
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De acordo com os resultados, os micro e macronutrientes seguem um
comportamento semelhante, sendo liberados quando h& complexagdo dos
metais potencialmente téxicos pelas SH. De acordo com os resultados
podemos inferir que a liberagdo dos metais essenciais estudados ocorre depois
da ocupacéao dos sitios de complexacao pelos metais potencialmente téxicos,
quando a afinidade destes € maior que a dos micro e macronutrientes.

Os resultados obtidos mostram que Zn(ll), Co(ll), Ni(ll) e Mn(ll) sdo os
metais essenciais minoritarios mais trocados pelas substancias humicas,
evidenciando que elas possuem maior afinidade pelos metais potencialmente
toxicos (Al e Pb) que pelos micronutrientes. Mo(ll) e Cu(ll), sdo pouco trocados
evidenciando sua alta estabilidade pelas substancias humicas.

Os resultados mostram também, que os complexos SH-Zn, SH-Co, SH-
Ni e SH-Mn sdo menos estaveis que aqueles formados pelas espécies SH-AI,
SH-Pb. Os complexos SH-Mo e SH-Cu possuem estabilidade maior que
aqueles formados pelos metais potencialmente téxicos. Os resultados obtidos
corrobora com os estudos feitos por BURBA et al. (2001). Os autores citam a
alta estabilidade dos complexos SH-Cu, tanto em ambiente aquético e
terrestre, frente a outros metais, como também na competicdo entre diferentes
quelantes (EDTA).

O comportamento de troca dos macronutrientes € semelhante ao dos
micronutrientes. Quando trocados com Al(lll) e Pb(ll), o metal de maior
labilidade foi o Mg(ll), mas Ca(ll) também foi liberado, sendo substituido por
Al(11) e Pb(Il), podendo-se inferir que os complexos SH- metais potencialmente
téxicos sao mais estaveis que os complexos SH-Ca e SH-Mg.

Observa-se, que no caso do zinco, cobalto e magnésio, ocorre uma
maior liberacdo de metais essenciais que aquela adicionada, isto ocorre devido
a ocupacao dos nao essenciais nao s6 pelos sitios ocupados pelos nutrientes
em contato por 24 horas, mas também pelos sitios que possuem metais
originalmente complexados as substancias humicas.

Comparando os metais potencialmente toxicos como trocadores,
podemos inferir que metais com capacidade de complexagdo maiores tendem
a formar complexos mais estaveis. Quando os metais potencialmente toxicos
competem com sitios complexados com nutrientes, trocam, liberando-os. Este

comportamento ndo € observado na competicdo entre o0s metais
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potencialmente tdxicos (Al e Pb) com ions Cu(ll), devido a alta estabilidade do
complexo SH-Cu.

ll.3. Interacdes entre substancias humicas e interferentes

endocrinos

[11.3.1. Caracterizacao das substancias humicas aquaticas

A Tabela Ill.5. lista os resultados da caracterizagdo preliminar das
amostras de agua. Os estudos foram feitos em dois rios para verificar a
influencia dos fatores ambientais na formacédo, decomposicdo e nas
caracteristicas estruturais das SHA e consequentemente, suas interagdes nos

corpos d’agua com 17 a-etinilestradiol e Bisfenol A.

Tabela Il.5. Caracterizagdo preliminar das amostras de agua dos Rios ltapanhal e
Ribeira do Iguape.

) . Amostras de agua
Parametros determinados

Iltapanhau Ribeira de Iguape
pH 44 +0,2 58+0,2
Temperatura (°C) 23,0+ 0,1 21,0+ 0,1
Condutividade (1S cm™) 39,0 +0,4 303,0 0,5
Oxigénio dissolvido (mg L™ 22+0,2 51+0,2
Carbono Organico Total (mg L™) 15,3 £ 2,1 37,8+24
Absorbancia em 436 nm (A) 0,085 0,220
Absortividade Molar (A L/cm mol

66,7 71,4
C)
Metais Totais
Fe (ug L™ 909.0 + 0.4 1455,0 +5,8
Mn (ug L) 250,1+0,6 50,6 £0,3
Cu (ug L) 0,83 +0,1 32+0,1
Pb (ug L) 7,3+0,5 1,3£0,2
Ni (ug L) 30,8 0,7 6.8+0,6
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As SHA foram caracterizadas pela razdo atémica (C/H e C/O) calculado
a partir dos dados de andlise elementar e dados dos grupos funcionais
quantificados por RMN *C (Tabela I11.6.)

Tabela I11l.6. Resultados da razdo atémica (C/H, C/O) e grupos funcionais
quantificados por RMN'® C das amostras de substancias himicas aquaticas extraidas
do Rio ltapanhau (RI), Rio Ribeira do Iguape (RRI) e literatura.

Amostras
. Itapanhau Rio Negro Rio Negro
Parametros - -
RI RRI (ROMADO, (ROMAO, (SERUDO,
2001) 2001) et al., 2007)
CH 0,84 0,95 3,7 3,6 8,5
C/o 1,1 1,1 1,2 1,2 0,9
Alifatico (%) 342 31,9 25,0 23,1 32,0
Eter(%) 20,0 16,6 15,2 12,3 22,0
Aromatico (%) 23,1 228 33,6 38,0 9,0
Fenol (%) 3,2 5,3 4,8 6,2 11,0
Carboxilicos,
éters e amidas 13,7 134 18,5 15,4 14,0
(%)
Aldeidos /
5,8 9,9 2,9 5,0 11,0

Cetonas (%)

Comparando-se os dados da raz&o atébmica C/H, verifica-se que as
amostras de SHA extraidas de Ribeira de Iguape possuem uma caracteristica
mais aromatica que as SHA extraidas rio Itapanhau (ROSA et al., 2005a;
ROSA et al., 2001; STEVENSON, 1994). A razdo atébmica C/O se refere ao
conteudo de carboidratos presente nas SH. Elevados valores da razdo C/O
indicam um elevado grau de humificacdo, devido a diminuicdo de carboidratos
de grupos COOH e OH (tanto aromaticos quanto alifaticos). Observa-se nos
valores das razbes atdbmicas C/O uma proporcdo muito semelhante na
distribuicdo de grupos oxigenados nas estruturas das SHA estudadas e
aquelas encontradas na literatura.
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As variagbes nos tipos de carbonos das amostras, observadas atraves
dos espectros de RMN '3C, mostram diferencas estruturais das SHA extraidas
dos diferentes mananciais em estudo e de outros dados da literatura (ROMAO
et al., 2001; SERUDO et al., 2007). Essas diferengcas estdo associadas ao
processo de decomposicao da matéria organica original, o qual tende a levar a
transformagcdes que dependem do tipo de substrato original, presenca e
caracteristicas de microorganismos, além de outros fatores ambientais tais
como: intensidade de radiagao solar, temperatura, oxigénio, pH etc (OLIVEIRA
et al., 2007; ROCHA et al., 2003).

[11.3.2. Interagdes entre substancias humicas aquaticas e

interferentes endocrinos

A Figura lll.6. A e B mostram a curva tipica para determinacao do tempo
de equilibrio de complexacgao entre o 17 a-etinilestradiol e SHA extraida do Rio
Ribeira de Iguape (A) e Bisfenol A e SHA extraida do Rio ltapanhau (B).
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Figura lll.6. Tempo de equilibrio entre (A) 17a-etinilestradiol e substancias hamicas
aquaticas extraidas de amostras do Rio Ribeira de Iguape, e (B) bisfenol A e
substancias humicas aquéticas extraidas de amostras do Rio ltapanhad.

Segundo OLIVEIRA et al. (2007), os complexos com a matéria organica
tendem a se estabilizar em fungdo do tempo, ocorrendo rearranjos inter e/ou
intra moleculares com transferéncia das espécies complexantes para os sitios
de complexacao mais internos das moléculas.

O equilibrio de complexacao entre os IE e SHA extraida dos diferentes
rios ficaram em torno de 20 minutos para ambos |IE e os resultados s&o
comparaveis com aqueles determinados em estudos de complexacao entre SH
extraidas de diferentes matrizes e elementos inorganicos potencialmente
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toxicos, que apresentaram cinética de complexacdo em torno de 30
minutos.(SANTOS et al., 2008, ROSA et al. 2006).

Na titulacdo das SHA com interferentes enddcrinos, primeiro ocorre a
saturacao dos sitios de complexagdo mais fortes, seguido pela saturacado dos
mais fracos (ROCHA & ROSA, 2003). A Figura lll.7. apresenta uma curva tipica
da titulacdo de substancias humicas aquaticas solucdo padrdo de IE, por
exemplo, Bisfenol A, usando o processo de ultrafiltracdo em fluxo tangencial. A
capacidade de complexacao (CC) foi determinada através da representacao
gréfica da concentracéo de IE livre (mg L) em fungéo da concentragéo IE total
(mg L™"). A curva apresenta uma mudanca de inclinacdo e a capacidade de
complexacao é obtida pela interseccao das duas seccgdes lineares do grafico
(SANTOS et al., 2008, EINAX & KUNZE, 2001).

0,15 1

/(mg L™

0,10 1

Livre

0,05 L]

[Bisphenol A]

0,00

- W
0,0 ' 0:1/ 0:2 0|,3 0:4 0|,5 0:6 0:7
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Figura lll.7. Curva da capacidade de complexagao de substancias humicas aquaticas
com bisfenol A, usando a técnica de ultrafiliragcdo em fluxo tangéncial. Concentracéao
da amostra de SHA: 20 mg L™"; pH: 5.0.

Na literatura ha poucos resultados para comparacdo entre as
capacidades de complexacao das SHA por interferentes enddcrinos. Na Tabela
[Il.7. estédo apresentadas diferentes capacidades de complexagcdo de SHA para
substancias organicas e inorganicas, incluindo os resultados obtidos neste
estudo.
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Tabela Ill.7. Capacidades de complexagdo de substancias humicas por interferentes
enddcrinos e outras substancias organicas e inorganicas.

Espécies CC Amostras de SH Referencias
(mg g TOC)
Cu 79,40 Agua do cérrego  ROSA et al., 2001

ltapitangui-SP
Cu 74,90 Agua do Rio Iguape-SP  ROSA et al., 2001
Cu 91,51 Agua do Rio Negro, ROSA et al., 2001

Bacia Amazobnica

Al 55,90 - 67,45 Rios da Nova Zelandia HAYES et al.,
1989
4-Nitrocatecol 25,80 Turfas HAWKE et al.,
1996
1-Nafetol 30,40 Acido hamico GHOSH &
SCHNITZER,
1980
Bisfenol A 3,68 Agua do Rio Ribeira do Este trabalho
Iguape-SP
Bisfenol A 3,24 Agua do Rio Itapanhau- Este trabalho
SP
170a- 32,80 Agua do Rio Ribeira do Este trabalho
etinilestradiol Iguape-SP
170a- 28,60 Agua do Rio Iltapanhat- Este trabalho
etinilestradiol SP

Pelas CC obtidas (Tabela 11l.7.), observa-se que as SHA das duas

amostras apresentaram maior afinidade pelo 17 a-etinilestradiol frente ao
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Bisfenol A. De maneira geral, ambas moléculas podem atuar nos sitios de
complexacao das SHA pelos grupamentos —OH presentes, formando ligacoes
do tipo hidrogénio.

Estudos propostos por PACHECO et al. (2003) e YAMAMOTO et al.
(2007), sugerem que as SH formam micelas com tamanhos especificos, assim
pode-se inferir que mesmo o 17 a-etinilestradiol que apresenta uma massa
molar maior que o Bisfenol A, dentro das micelas de SH, ocorre uma maior
interacao do tipo Van der Walls, devido a maior quantidade de hidrogénios
presentes nessa molécula. Uma outra caracteristica importante das SH ocorre
devido a presenca de grupos homodlogos (CGH). Esses grupos podem formar
uma capa ao redor dos sitios complexantes das SHA, influenciando
diretamente a estabilidade dos complexos formados (ROCHA & ROSA, 2003).

Comparando os resultados de CC para diferentes espécies quimicas
listadas na Tabela IIl.7., observa-se que os IE apresentam uma afinidade
menor do que as espécies metalicas, o que pode estar associado ao tamanho
e impedimento estérico desses compostos. Entretanto, apresentam afinidades
comparaveis com compostos organicos como 4-Nitrocatecol e 1-nafetol
(PACHECO et al., 2003).

Estudos de competicao sao realizados afim de avaliar a afinidade de um
determinado composto frente a outros. As Figuras IIl.8. A e B, ilustram os
resultados obtidos na competicao entre os IE e SHA extraidas do Rio Ribeira

de Iguape e Rio ltapanhad, respectivamente.
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Figura 111.8. Competicao entre os interferentes enddcrinos (IE) (17a-etinilestradiol e
bisfenol A) por SHA extraidas de amostras de aguas do (A) Rio Ribeira de Iguape, e
(B) Rio ltapanhau.

De acordo com os dados, para ambas as amostras, ocorre a liberagao
do Bisfenol A e a complexacdo do 17 a-etinilestradiol, corroborando com os
dados da capacidade de complexagao. Esses resultados evidenciam, que o 17
a-etinilestradiol apresenta maior afinidade pelas SH que o Bisfenol A.

Dados fisico-quimicos indicam que a molécula humica apresenta
estrutura flexivel em razdo das interacdes intra/intermoleculares e ligacoes de
hidrogénio. Segundo SWIFT (1989), essa estrutura flexivel resulta em uma
molécula aproximadamente como uma esfera (micelas), com distribuicao
gaussiana de massa molar com alta densidade de massa no centro e
decrescente para os limites da extremidade da esfera. HAYES (1985) e
GHOSH (1980) citam ainda que a dimensdo da esfera depende de fatores
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como densidade de carga, solvatacao, ionizacdo dos grupos acidos, extensdes
de ramificagdes e ligagbes cruzadas.

Para ambos interferentes endécrinos estudados, pode-se inferir que a
principal interacéo existente nas SH séo as ligacoes de hidrogénio dos grupos
oxigenados e o0s grupamentos —OH presentes nessas moléculas. Por
apresentar um numero maior de hidrogénios disponiveis para interacées do
tipo Van der Waals em sua estrutura, pode-se inferir que o 17 a-etinilestradiol
consegue ocupar os sitios de complexacao presentes nas micelas humicas,
antes ocupados pelo Bisfenol A, evidenciando o comportamento observado nos
estudos de competicao.

Os resultados mostram também que para as SHA extraidas do Rio Ribeira
de Iguape, ocorrem as maiores complexacgdes para os IE, corroborando com os
dados da capacidade de complexacéo.
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IV. Conclusoes

O sistema de extragdo em fluxo continuo se mostrou adequado e
eficiente, diminuindo o tempo necesséario para extragdo e apresentando
maiores rendimentos quando comparado com o procedimento por batelada,
dispensando o trabalho em etapas de filtragdo, centrifugagéo, ajuste de pH e
manuseio das amostras.

A planta piloto se mostrou eficiente para extragdo de substancias
huamicas em fluxo e os resultados da capacidade complexante mostraram que
independente do extrator utilizado, as SH extraidas apresentaram maior
afinidade por Ca e Mg, macronutrientes essenciais, e que uma maior
complexacao é favorecida quando se utiliza pirofosfato de sédio como extrator.

Os resultados dos estudos das capacidades complexantes mostraram
que as substancias humicas possuem grande afinidade pelos metais
potencialmente toxicos Al(Ill) e Pb(ll), formando complexos estaveis. Assim, os
estudos de competi¢cdo entre micro e macronutrientes e metais potencialmente
toxicos por sitios ligantes das SH mostraram resultados semelhantes, isto é,
elevada afinidade das SH por ions Al(lll) e Pb(ll), liberando os nutrientes
complexados. Embora, a utilizacdo das SH como adubo organico ja é feita
comercialmente, ambientalmente e economicamente € interessante que se
faca estudos para enriquecer estas SH de maneira adequada para que se
evitem desperdicios.

Assim, a aplicacdo de substancias humicas de turfa enriquecidas com
nutrientes em solos agricolas com elevados teores de metais potencialmente
toxicos se mostra interessante, pois esta atua como fertilizante, liberando
nutrientes e também complexando metais prejudiciais ao crescimento e
desenvolvimento de diversas culturas agricolas.

Nos estudos de complexacao entre SHA e Interferentes enddcrinos (17
a etinilestradiol e Bisfenol A), observou-se que a estabilidade de complexacéao
ocorre em torno de 20 minutos e o 17-a etinilestradiol apresentou maior
capacidade de complexagao (28,6-32,8 mg g TOC) frente ao Bisfenol A (3,24-
3,68 mg g' TOC). As maiores capacidades de complexacdo foram para as
SHA extraidas do rio Ribeira de Iguape, as quais apresentaram caracteristica
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mais aromaticas e grau de humificagcdo maior que aquelas extraidas de
Itapanhad River.

Na competicdo entre o 17-a etinilestradiol e Bisfenol A frente aos sitios
de complexagdo das SHA, observou-se a liberagdo do Bisfenol A e a
complexacdo do 17-a etinilestradiol. Esse comportamento pode estar
associado ao elevado numero de hidrogénio disponiveis para intera¢des do tipo
Van der Waals na molécula de 17 a-etinilestradiol, ocupando sitios antes
complexados pelo Bisfenol A.

Esses resultados mostram a elevada afinidade existente entre as SHA e
os interferentes endocrinos podendo-se inferir que a disponibilidade desses
compostos no ambiente, esta diretamente relacionada com a presenca das
substancias humicas no meio. Assim, os estudos de interacdes entre as SHA e
os interferentes enddcrinos sdo importantes para o melhor entendimento do
transporte e/ou estabilidade desse tipo de contaminantes no ambiente,
podendo ainda indicar uma alternativa para o controle da poluicdo aquatica
pelos IE.
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