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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a interagdo de trés espécies fendlicas de interesse
ambiental, fenol, o-cresol e p-cresol, com uma amostra de solo, previamente caracterizada.
A sorcdo dos compostos fendlicos foi avaliada, mantendo-se os compostos em contato com
a amostra de solo durante 48 horas, além de ter sido estudado o tempo de equilibrio
aparente. Ap6s o tempo de contato entre os compostos e o solo, a quantificagdo nas fases
sobrenadantes foi realizada pelo método oficial para determinacéo de fenéis empregando o
reagente 4-aminoantipirina (4-AAP) em comprimento de onda de 510 nm ou por absor¢éo
na regido do UV em 270 ou 277 nm. Foi constatado um processo de adsorgdao pouco
significativo, o que é reforcado pelos baixos valores de log Kow dos compostos fendlicos e
alta solubilidade em meio aquoso. Isso motivou a investigacdo de possiveis efeitos de
biodegradagdo dos compostos no solo. Para tal, foram empregados métodos quimicos de
inibicdo com solugbes de HgCl,, ou de NaN; ou de esterilizagdo utilizando uma autoclave.
Foi possivel avaliar o tempo para biodegradac&o de cada espécie no solo que aumentou na
sequéncia: fenol (48 h) < o-cresol (72 h) < p-cresol (96 h). Estudou-se também o processo
de dessorgdo dos compostos do solo, com solugdo de NaOH para extragcao de fendis. Nao
foi constatada a presenga dos compostos nos extratos, corroborando a hipdtese de
biodegradacéo das espécies fendlicas pela amostra de solo estudada.

Foi proposta uma adaptacdo do método oficial empregando a 4-AAP e o
Ks[Fe(CN)e], para trabalhar por injegdo em fluxo (FIA) na determinagdo dos compostos em
extratos de solo. O método foi otimizado com relagédo ao pH da solugdo de Kj[Fe(CN)g],
volume de amostra e volume da bobina de reacéo, utilizando um planejamento fatorial 2°.
Obteve-se um bom aumento na freqiiéncia analitica com o método adaptado por FIA, além
de menor consumo de amostras e reagentes. Foram elaboradas curvas analiticas,
empregando o método convencional e 0 método por FIA para fenol e o-cresol na faixa de
0,50 a 16,00 mg L e de 5,00 a 50,00 mg L™ para o p-cresol, sendo este tltimo determinado
em A de 277 nm. Foram confrontados os parametros de mérito e o desempenho de ensaios
de recuperagdo em extratos de solo, pelo método convencional e por FIA. Para o fenol, as
recuperagdes variaram de 95 a 106% empregando o método convencional e de 93 a 102%
para o método por FIA. Para o o-cresol obteve-se recuperacdes de 98 a 105% empregando
o método convencional e 92 a 106% para o método por FIA. O composto p-cresol
apresentou recuperacao utilizando o procedimento convencional na faixa de 96 a 98%
enquanto para o método por FIA foram obtidos valores entre 97 e 110%. Tais valores
sugerem uma boa confiabilidade entre ambos os métodos. Além disso, foram obtidos
valores de LQ, ligeiramente menores para o método adaptado por FIA, frente ao método
convencional. Isso sugere que o método adaptado a FIA, poderia ser empregado como uma
boa alternativa na quantificacdo das espécies fendlicas estudadas no presente trabalho,
pelo menos em extratos de solo.
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ABSTRACT

The interaction between environmentally relevant phenolic species as phenol, o-
cresol and p-cresol were studied in the present work with a previously characterized soil
sample. The sorption of the phenolic compounds was evaluated after 48 hours of contact
time between the compounds and the soil sample. Additionally, the apparent equilibrium time
was investigated. After the suitable contact time, the concentration of the species in the
supernatant phases was evaluated employing a official method for determining total phenolic
concentration, with the colorimetric reagent 4-aminoantipirine (4-AAP) in wavelength 510 nm
or in the UV region between 270 and 277 nm. The results suggest a negligible adsorption
process that seems due to the low log Kow values, as well as the high water solubility. Thus,
biodegradation studies between the phenolic compounds and the soil sample were
performed. In this way, HgCl, or NaN; solutions were employed as biodegradation chemical
inhibitors, as well an additional sterilization process with an autoclave. The results showed
apparent biodegradation time in the following order: phenol (48 h) < o-cresol (72h) < p-cresol
(96 h). A NaOH solution was utilized, in order to verify the desorption of phenolic compounds
from soil. The compounds were not detected in the alkaline extracts a fact that corroborate
the supposition of the biodegradation process.

A Flow Injection Analysis (FIA) method was studied to quantify the phenolic
compounds in the soil extracts, using the same reagents of the official method, 4-AAP and
Ks[Fe(CN)g] solutions. Using 2° factorial planning, the method was optimized with regard to
pH of Kj[Fe(CN)g] solutions, sample loop and the reaction coil volume. A significant
improvement of the analytical frequency and the minimization of the sample and reagents
volumes with the FIA method were established. Analytical curves employing the conventional
and the FIA methods in the range of 0,50 to 16,00 mg L™ were made to phenol and o-cresol
and from 5,00 to 50,00 mg L™ to p-cresol, which was quantified in A of 277 nm. The figures of
merit between the conventional method and the FIA one were compared, as well as the
recoveries in soil extracts. Values between 95 to 106% and 93 to 102 were observed to
phenol recoveries for conventional and FIA methods, respectively. The o-cresol showed 98
to 105% and 92 to 106% for conventional and FIA methods, respectively. The p-cresol
compound presented 96 to 98% and 97 to 110% to conventional and FIA methods,
respectively. These results showed a good agreement between both methods. Furthermore,
the FIA method provided a lower LOQ values in comparison with the conventional method.
This indicates that FIA method could be a good approach to quantify the phenolic species

studied in the present work, at least for soil extracts.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, estima-se que 90% dos alimentos consumidos no planeta
venham do solo (MELO e AZEVEDO, 1997). No entanto sua poluicdo cada vez mais,
vem se tornando motivo de preocupacdo para a sociedade e para as autoridades
(CETESB, 2008). Em vista disso sdo fundamentais estudos que venham a contribuir com
o entendimento da interagcdo, transporte, tempo de residéncia e tratamento de
contaminantes e ou poluentes no solo.

Além de ser o local da maior parte da producdo de alimentos, o solo é o
receptor de grandes quantidades de poluentes. Fertilizantes, pesticidas e residuos
solidos sado freqlientemente depositados no solo com tratamentos inadequados e
despejos ilegais (CETESB, 2008). Dentre esses, destacam-se os compostos fendlicos,
que também podem surgir naturalmente no ambiente decorrente da degradagcdo de
matéria organica ou degradacgé&o de lignina presente na madeira. No entanto, a atividade
antropogénica é responsavel pela maioria dos descartes de fendis no meio ambiente
(ALEMZADEH, 2002). Neste contexto, deve-se salientar que a contaminagao de solos e
aguas superficiais e subterrAneas por atividades industriais tem tornado as areas
urbanizadas cenarios de alto risco ambiental (MIDUGNO et al., 2007).

Os fendéis sdo originarios de plantas industriais, tais como coquerias,
refinarias de petréleo e produtoras de resinas dentre outras (ENVIRONMENT AGENCY,
2005). Os compostos fendlicos sao alcoois do tipo R-OH no qual R é um radical do tipo
aromatico, s&o bastante polares com baixos valores de constantes de particdo octanol-
agua (Kow) que é uma medida de hidrofiicidade de um composto orgénico
(D’AGOSTINHO e FLUES, 2006).

Ainda séo passiveis de fazer ligacdo de hidrogénio com agua e matéria
organica do solo e dependendo dos tipos de argilominerais presentes podem interagir
favorecendo processos de sorgéo nestes meios (LEMES et al., 2003).

A toxicidade destas espécies, tanto de maneira aguda como crénica, tem sido
bastante estudada e sabe-se que a presenca destes em agua como contaminantes, que
em nivel de mg L, afetam significativamente as suas propriedades organolépticas.
Podem ter efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (VEERESH et al. 2005),
em decorréncia dos tempos de exposigao.

Rahman e Worch (2005) estudaram o equilibrio de sor¢éo de fendis e o efeito
do pH em geosorventes (principalmente argilominerais) na transferéncia de massa
intraparticula. A sorgéo dos fenbis mostrou dependéncia do pH e da sua permanéncia no
material adsorvente, sendo possivel obter uma regressdo linear predizendo a

transferéncia de massa intraparticula.



A interacdo de 2,4-diclofenol foi estudada e comparada em solos submetidos
a procedimento de autoclave e “in natura”. Neste trabalho foi constada maior interagdo da
espécie fendlica com solo ndo autoclavado, sugerindo que as mudangas de pH e
solubilizagdo de material organico pelo procedimento de esterilizagdo na amostra
parecem influenciar a magnitude da sor¢do do composto fendlico avaliado (SHAW et
al.1999).

O efeito de poluentes organicos na atividade microbiana do solo foi
investigado por Welp e Brummer (1999). Eles avaliaram a influéncia da sorgéo,
solubilidade e especiagcdo de doze compostos, dentre eles o fenol. Os resultados
considerando sor¢do dos compostos indicam que variangbes de pH em amostras de solo
podem modificar as caracteristicas de sor¢do dos compostos devido a formacdo de
espécies ionizadas ou neutras. No entanto os autores relatam que as caracteristicas do
solo estudado, bem com a capacidade tamponante, sdo importantes no destino dos
compostos organicos avaliados.

A Microextracdo em fase sodlida (SPME) foi utilizada por Baciocchi e
colaboradores (2001) para a determinagéo de fenol e 3-clorofenol em amostras de solo
via Cromatografia em fase Gasosa. Os autores ainda avaliaram degradagdo dos
compostos por microrganismos em reatores com condi¢gdes controlodas (nutrientes,
minerais e residuos de interesse) e também investigaram a sor¢édo dos fendis, em outra
amostra de solo com caracteristica argilosa (71% de argila). A conclusdo do trabalho
sugere um método capaz de determinar os fendis nas amostras, mostrando a
possibilidade de interacdo dos fendis avaliados em diferentes condigbes (degradagéo
e/ou sorgao).

O transporte de fenol pelos diferentes perfis do solo foi estudado por Viotti et
al., (2005). Para tal, foram realizados experimentos investigativos da sorgdo e
degradagdo dos compostos fendlicos na amostra de solo. Apds determinadas as
isotermas de sorgéo e condigbes para inibicacdo de degradacgéo foram obtidos modelos
matematicos que avaliam o transporte de fenol o longo do perfil do solo.

A maioria dos trabalhos que relatam estudos envolvendo a interacdo de
compostos fendlicos com amostras de solo, geralmente utilizam algum tratamento na
amostra, visando minimizar efeitos da atividade microbiana.

O solo é um corpo natural, € a parte superficial intemperizada da crosta
terrestre, ndo consolidada, que contém matéria orgénica, inorganica e seres Vivos
(MCBRIDE, 1994), dentre eles se destacam os microrganismos e fungos (MELO E
AZEVEDO, 1997). O solo atua freqlientemente como um "filtro", tendo a capacidade de
depuracédo e imobilizando grande parte das impurezas nele depositadas. No entanto,

essa capacidade é limitada, podendo ocorrer alteracdo da qualidade do solo, devido ao



efeito cumulativo da deposigdo de poluentes atmosféricos, a aplicagdo de defensivos
agricolas e fertilizantes e a disposi¢do de residuos sélidos industriais, urbanos, materiais
toxicos e radioativos (CETESB, 2008).

A disponibilidade de compostos fendlicos para plantas, animais ou
microrganismos no solo é determinada, principalmente, pela extensdo da adsorcéo e taxa
de dessorcao das particulas sdlidas do solo. Essas propriedades sado dadas pela
estrutura molecular do composto, sua concentragdo no solo, além da temperatura,
umidade e caracteristicas fisico-quimicas do solo. A habilidade do solo de interagir com
esses produtos, ou retardar o movimento dos mesmos, ajuda a reduzir a contaminacgéo
do ambiente. A degradacdo desses compostos pelos microrganismos do solo é
considerada o fator principal que determina a sua persisténcia e o destino no solo (MELO
E AZEVEDO, 1997).

Atividade microbiana é reconhecida como um dos fatores mais importantes na
eliminacédo de xenobidticos no ambiente. A fungdo dos microrganismos na transformacao
quimica de contaminantes no solo é conhecida ha bastante tempo, sendo mostrada em
diversos trabalhos de laboratério, comparando as propor¢cdes de degradagao entre solos
ativos e esterilizados (MELO E AZEVEDO, 1997).

Varios estudos descrevem a biodegradagao de compostos aromaticos, dentre
eles os fendis e os cresois (CLAUBEN e SCHMIDT, 1998), por uma ampla variedade de
microrganismos, tais como algas, bactérias e fungos. Entre os fungos mais citados estao
as espécies Cunningbamella elegans e Phanerochaete chrysosporium que apresentam a
capacidade de oxidar e degradar uma grande variedade de moléculas aromaticas, tais
como antraceno, fenantreno e fenéis (MELO E AZEVEDO, 1997). Esses microrganismos
tém sido utilizados em processos de biorremediagdo e na despoluicdo de solo e
sedimentos contaminados por compostos fendlicos clorados e de alta massa molecular
(DURAN, 2000).

Buscou-se estudar o tipo de interagédo que compostos fendlicos vém a ter com
uma dada amostra de solo, com caracteristicas fisico-quimicas previamente
determinadas. Foram utilizados ensaios em batelada, nos quais foi investigada a
capacidade do solo em sorver os fenois, o tempo de residéncia no solo de cada espécie
estudada e possiveis processos de biodegradacao. Para quantificar as espécies fendlicas
utilizou-se uma adaptagdo do método espectrofotométrico direcionado para analises de
fendis pelo método da 4-aminoantipirina na regidao do visivel. Trata-se de um método
analitico oficial empregado na quantificagdo de compostos fendlicos em aguas e
efluentes, baseado no procedimento descrito no Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewaters (APHA, 1995). Por ser consolidado, amplamente citado na

legislacdo ambiental de varios paises, inclusive no Brasil, apresentar valores adequados



para limites de quantificagdo (LQ) e baixo custo de realizagédo, foi escolhido para
monitoramento da concentragdo dos fendis em extratos de solo.

Constatou-se que o procedimento escolhido para quantificagdo das espécies,
oferecia bons valores de LQ e relativa seletividade aos fenodis estudados, no entanto,
exibiu dificuldades operacionais no preparo das amostras, resultando em problemas de
repetibilidade. Além disso, se mostrou um procedimento demorado, com freqiiéncia
analitica da ordem de 18 amostras h™ o que acaba tornando-o de dificil implementacéo
em uma rotina que envolva grande numero de analises. Outro ponto negativo esta
relacionado as varias etapas de manipulagdo das amostras, podendo gerar erros
analiticos e conseqlientemente influenciar a repetitividade e reprodutibilidade do método
(SKOOG et al., 2006). Além disso, do ponto de vista ambiental, o procedimento em
batelada resulta em grandes volumes de rejeitos (cerca de 4 L de solugédo) apés 35
analises determinadas, nos procedimentos implementados no presente trabalho.

Outras técnicas como Cromatografia em Fase Liquida da Alta Eficiéncia
(CLAE) (BHATIA, 1973; CHRISWELL et al. 1975; ACHILLI et al. 1995; PENALVER et al.
2002;) e Cromatografia em Fase Gasosa (CG) (BACIOCCHI et al., 2001; LLOMPART et
al., 2002; BIELICKA-DASZKIEWICZ et al., 2004; FARAJI, 2005) sido freqlentemente
citadas na separacéo e identificagcdo destes compostos, porém os custos para cada
analise e dificuldades na preparagdo das amostras acabam tornando-os dispendiosos e
lentos em rotinas com muitas amostras. Uma alternativa interessante s&o os sistemas
espectrofotométricos adaptados a Analises por Injecao em Fluxo (FIA).

Os métodos baseados em FIA apresentam os requisitos necessarios a este
tipo de determinacdo, pois oferece consideravel incremento da velocidade analitica,
minimizagdo na manipulagdo das amostras, o que configura aumento da
reprodutibilidade, além de possibilitar valores de LQ pré6ximos ou menores aos valores
estipulados na legislagdo e no método oficial. Outro aspecto interessante & do ponto de
vista ambiental, com a geragdo de menores volumes de rejeitos e economia de
reagentes, aspectos amplamente requeridos nos dias atuais, na chamada Quimica
Analitica Verde (LUPETTI et al., 2004).

Dessa forma, a partir da problematica observada na primeira parte do
trabalho envolvendo a quantificagdo dos fendis, estudou-se a possibilidade de adaptar e
implementar o método por FIA para a determinagao de fendis em extratos de solo. Com
isso espera-se um aprimoramento em relagao ao método convencional e oficial adaptado,
no que diz respeito a aspectos importantes como velocidade analitica, facilidade
operacional, reprodutibilidade, redugéo nos volumes de rejeitos e melhor performance na

quantificacdo de fendis em extratos de solo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. SOLO

O solo é um meio complexo e heterogéneo, decorrente da alteracéo fisica e
quimica de rochas, sedimentos ou outros solos, tendo sua formacgéo influenciada por
processos que estdo constantemente interagindo como a vida, atmosfera e trocas de
energia que ocorrem no meio. Sua composi¢do é dada por quantidades variaveis de
minerais, matéria organica, agua, ar e organismos vivos, incluindo plantas, bactérias,
fungos, protozoarios, invertebrados e outros animais. (CETESB, 2008). A contribuicdo

percentual das fases de um solo ideal € mostrada na Figura 1.

Minerais
45%

Figura 1 - Composigdo volumétrica percentual das fases de um solo ideal. MO
representa a matéria organica (Adaptado de Manahan, 1994).

De acordo com a Figura 1, a composi¢cado volumétrica das fases de um solo
ideal é dada por:
e A fase solida é constituida pelo material parental (rocha) que pode ser proveniente
do local ou transportado de outra regiao;
e O Material organico, originario da decomposi¢éo vegetal e animal;
e A fase liquida, a agua ou a solu¢do do solo é composta por elementos organicos e
inorganicos em solugéo;
e A fase gasosa tem composi¢do variavel, devido aos gases CO, e O, que séo

produzidos e consumidos por raizes de plantas e pelos animais (CETESB, 2008).



2.1.1. Agua e Ar no solo

A agua do solo desempenha papel fundamental no transporte de substancias
que se encontram nas particulas sélidas do solo para as raizes das plantas. A solugéo de
solo é a porgdo aquosa do solo que contém materiais dissolvidos provenientes dos
processos quimicos e bioquimicos do solo e provenientes da troca com a hidrosfera e
biosfera. (MANAHAN, 1994)

O ar do solo se encontra nos espacgos entre as particulas e cavidades
ocupando %s do volume total do solo. Sua composi¢cdo difere um pouco do ar da
atmosfera no nivel do mar (21% O, e 0,03% CO,), pois a decomposigédo da matéria

organica em diferentes escalas altera essas concentragdes, conforme a equacéo 1.
{CHO} + O, —» CO, + H,O (equacao 1)

O processo de decomposicdo de matéria organica consome oxigénio
produzindo CO, que acaba reduzindo o pH do solo devido a reagdo com a agua gerando
acido carbonico (MANAHAN, 1994).

2.1.2. Matéria Orgénica (MO) no solo

A matéria organica € um componente ativo e importante no solo, a qual, sob
um ponto de vista simplificado, pode ser dividida em trés fra¢cdes. A primeira delas é um
componente macroscopico, particulado, composto de restos de animais e plantas em
diferentes estagios de decomposicdo. A segunda € uma reunido de varios compostos
organicos simples disponiveis, oriundos de residuos vegetais e animais (carboidratos,
aminoacidos, proteinas). A terceira € um componente complexo, colorido escuro,
largamente aromatico e polimérico, denominado humus, relativamente resistente a
degradacéo (MELO E AZEVEDO, 1997).

Dos componentes orgénicos listados, o himus do solo € o mais significativo.
O humus é composto de uma fragéo soluvel em meio alcalino, denominada acido humico
(AH), uma segunda fragdo soluvel em qualquer valor de pH conhecida como acido fulvico
(AF), e uma terceira parte insoluvel em qualquer valor de pH designada como humina
(HU). O humus pode ser entendido como o residuo originado, quando bactérias e fungos
biodegradam o material das plantas. A maior parte da biomassa da planta consiste em
celulose relativamente degradavel e lignina resistente a degradacéo. Entre os principais

componentes quimicos da lignina estdo os anéis aromaticos conectados por cadeias de



alquilas, grupos metilas, e grupos hidroxilas. Estes artefatos estruturais ocorrem no

humus do solo e dao a ele muitas de suas propriedades caracteristicas.

Embora um solo produtivo seja composto de menos que 5% de matéria

organica, esta determina em grande parte a produtividade do solo. Serve como uma fonte

de alimento para microrganismos através de reacdes quimicas,

influenciando nas

propriedades fisicas do solo (MANAHAN, 1994).

O comportamento de retengdo de compostos organicos no solo € fortemente

dependente da matéria organica neste meio. De acordo com Stevenson (1994), o AH é o

constituinte da matéria orgénica que tende a se fixar a superficie das particulas

inorganicas do solo (principalmente argilominerais, devido a sua elevada area especifica),

modificando os pontos de sorgéo para os poluentes organicos, conforme a Figura 2.
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Figura 2 - Matéria organica ligada aos argilominerais presentes no solo (STEVENSON,

1994),

A matéria organica do solo é considerada heterogénea e consiste de

componentes “hard” e “soft” (Figura 3), que exibem comportamentos de sor¢éo diferentes

para compostos organicos.
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Figura 3 - Comportamento do contaminante organico no solo (Adaptado de
D’AGOSTINHO e FLUES, 2006).

Os componentes mais acessiveis sdo denominados matéria organica tipo
borracha (“soft” ou “rubbery”) e os componentes menos acessiveis sdo denominados
rigidos ou vitreos (“hard” ou “glassy”) que exibem comportamentos de sorgéo diferentes.
O poluente organico pode ser sorvido superficialmente pela matéria organica aderida a
fracdo mineral ou pela fracdo organica soluvel. Em uma segunda etapa, o poluente
organico pode difundir-se para dentro dos mesoporos e microporos e interagir com a
matéria organica “rubbery” ou “soft” (microporos mais acessiveis) ou “glassy”’ e "hard”
(microporos menos acessiveis). A maioria dos sorbentes sdo corpos altamente porosos,
com area superficial interna muito grande e superficie externa constituindo somente uma
pequena fragdo da superficie total do sorbente. Em geral, uma sor¢do né&o linear é
resultado do processo de sor¢do na fragdo “hard” da matéria organica do solo
(D’AGOSTINHO e FLUES, 2006)

De acordo com Jacques et al. (2007), espécies organicas apolares presentes
no solo tém a permanéncia na fase liquida limitada, pois demandam que as moléculas de
agua rompam as pontes de H que estdo estabelecidas com outras moléculas de agua.
Como esta reorganizagdo tem um custo energético muito elevado, o composto apolar é
forcado a deslocar-se na direcdo dos locais de maior hidrofobicidade, representados no
solo pela MO e pela superficie dos minerais.

A MO ¢é a principal parte hidrofébica do solo, porque € constituida

principalmente de atomos de C e de H, fazendo com que as pontes de H estejam



limitadas a determinados locais de sua estrutura. Além disso, por se encontrarem em um
meio hidrofilico, que é o solo, as moléculas de MO tendem a expor suas superficies com
carga para o exterior e formar espagos hidrofébicos em seu interior, nos quais o0s
compostos apolares podem penetrar (JACQUES et al., 2007).

Hancock e Dean (1997) avaliaram a interagdo e extragdo de quatro espécies
fendlicas (fenol, m-cresol, 4-etilfenol e naftol) adicionadas em solo que foram extraidas
num intervalo de 187 dias e determinadas por CLAE. Em relacdo a compostos fendlicos
os autores relatam estudos sugerindo que mediadores biolégicos tem papel importante
no destino destes compostos no ambiente, influenciando no acoplamento oxidativo com
substancias humicas. No mesmo trabalho os pesquisadores obtiveram recuperagbes
entre 77 a 97 %, sendo a maior interagdo com solo atribuida ao naftol, que pode ser
influenciada pela constante de particionamento / complexacdo com &cidos humicos

soluveis.

2.1.3. Minerais no solo

Os minerais encontrados nos solos sido em geral, compostos quimicos
resultantes de processos inorganicos, com composi¢cao quimica definida, arranjo atbmico
ordenado e encontrados naturalmente na crosta terrestre no estado sélido. Os principais
grupos de minerais secundarios existentes nos solos sdo os argilominerais, O6xidos e
hidroxidos (WEBER et al., 2005).

Em solos tropicais, a mineralogia é relativamente simples, sendo constituidos
principalmente de Caulinita, 6xidos de ferro (Hematita, Goetita e maghemita), 6xidos de
aluminio (Gibsita) e menores propor¢gdes de minerais do tipo 2:1, como a vermiculita
(COSTA et al., 2002).

A fragdo argila dos solos tropicais e subtropicais €, em grande parte,
constituida por minerais como a caulinita, os sesquiéxidos de Fe e Al, os minerais de
argila expansivos do tipo 2:1, a ilita e os 6xidos de Ti, como o rutilo e o anatasio. A
Caulinita, em termos quantitativos, € o principal componente da fragdo argila da maioria
dos solos tropicais (SOUZA et al., 2007).

Os argilominerais pertencem a classe mineral dos filossilicatos, sendo
constituidos, de um modo geral, atomos de oxigénio, aluminio, silicio, além de hidroxilas
e ocorrem predominantemente na fragdo do solo denominada argila (didmetro < 2 pym).
Os argilominerais podem ser agrupados conforme a sua composigdo quimica e a

sequéncia do agrupamento das laminas tetraédricas e octaédricas, conforme as



estruturas cristalinas dos principais grupos de argilominerais, 1:1 (grupo da caulinita) e

2:1 (grupo das esmectitas), de acordo com a Figura 4.
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Figura 4 - Modelo esquematico da camada estrutural basica de um argilomineral (a) tipo
1:1 e (b) tipo 2:1 (Adaptado de Luchese et al., 2001).

Os argilominerais 1:1 sdo formados pela superposi¢do continua de uma
ldmina tetraédrica seguida de uma lamina octaédrica (Figura 4a). No caso dos
argilominerais do tipo 2:1, tem-se uma lamina octaédrica entre duas ldminas tetraédricas
(Figura 4b). As esmectitas sdo expansivas e apresentam substituicdo isomorfica: o Al nas
laminas octaédricas pode ser substituido por Mg e Fe, entre outros cations. O Al pode,
por sua vez, substituir o Si nas laminas tetraédricas. As micas s&o0 minerais nao
expansivos, apresentam atomos de K entre as laminas tetraédricas e substituicdo
isomérfica parcial no tetraedro de Si (PEREZ et al., 2004).

2.2. ATIVIDADE DE ARGILOMINERAIS

A maioria das interagdes que ocorre na fracao mineral da argila e na matéria
organica coloidal, tais como: a adsorgéo e a dessorgéo de ions e a dispersao e floculagéo
de coldides, sao fendbmenos de superficie, portanto o entendimento da quantidade e da
distribuicdo de cargas na superficie dos coldides € fundamental para explicar o
comportamento das particulas coloidais, os atributos fisicos e quimicos do solo.

As cargas elétricas nos coldides dos solos sao didaticamente divididas em
estruturais (ou permanentes) e variaveis. As cargas permanentes desenvolvem-se na
superficie da particula sélida do solo por substituicdo ibnica, enquanto as variaveis, por
meio de dissociacdo e associacdo de préotons (H') (protonagéo/deprotonacdo) e adsorcdo
especifica de cétions e anions (AGUIAR et al., 2002).

A fracdo argila dos solos das regides de clima tropical e subtropical, por
apresentar avancado grau de intemperizagdo é dominada por argilominerais do tipo 1:1,

predominantemente, caulinita. Este mineral, principal e virtualmente o Unico mineral
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silicatado em teor expressivo, e os 6xidos e hidroxidos de Fe e de Al conferem superficie
com carga elétrica variavel nesses ambientes. E de se esperar que esses solos,
principalmente nas camadas subsuperficiais, tenham baixissimas quantidades de carga
estrutural, a medida que avancga o processo de intemperizagéo (AGUIAR et al., 2002).

Os argilominerais, sendo silicatos hidratados constituidos essencialmente de
aluminio e algumas vezes de magnésio e ferro, além de quantidades menores de outros
elementos (Ca, Na, K, Cr, Mn, Li), caracterizam-se por serem de pequena dimenséao e
apresentarem capacidade de sorver quantidades substanciais de agua e ions na
superficie da particula. Formados por planos anidnicos superpostos, ao se empilharem
originam cavidades. Esta superposicdo das folhas ndo se da de forma compacta, de
modo que sao originados espacos, nos quais se alojam cations trocaveis, ions hidroxila e
moléculas de agua.

Em solos contendo argilominerais com diferentes capacidades de troca ibnica
e matéria organica, a capacidade de troca aumenta, na ordem caulinita < clorita < llita <
montmorilonita. Este aumento esta relacionado a reducdo do tamanho da particula e,
conseqlientemente, ao aumento da area superficial (JACQUES et al., 2007).

Considerando aspectos como textura e conteudo de matéria organica no solo,
Melo e Azevedo (1997) concluiram que quanto mais argiloso um solo, maior é o seu grau
de adsorgéo e, se houver a presenca de argilominerais do tipo 2:1, a adsorgéo sera ainda
maior. Havendo elevado teor de matéria organica, a adsor¢gdo sera aumentada, porque
tanto as argilas como os materiais himicos possuem grande area superficial por unidade
de volume. Por exemplo, um grama de argila pode ter uma superficie de 20 a 80 m?
(MELO E AZEVEDO, 1997).

2.3. PERFIL DO SOLO

Conforme o material de origem se transforma em solo, ele vai se
diferenciando em camadas, mais ou menos paralelas as superficies, camadas essas
denominadas horizontes. O conjunto de horizontes, situados em uma secao vertical que
vai da superficie até o material originario, é o perfil do solo que recebe letras para sua
codificagéo.

Os principais simbolos usados s&o: O, A, E, B, C, e R (Figura 5). Os
horizontes que recebem o simbolo O s&o os que possuem feicbes mais afastadas do
material originario e o horizonte C é o que apresenta aspectos mais préximos da rocha
que, por sua vez, recebe a denominagédo R (adaptado do Manual Técnico de Pedologia
IBGE, 2007).
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~ Vegetagdo

®1—— O-—Horizonte superficial (altos teores de matéria organica em decomposicao)

—— A—Horizonte superficial (subsolo)

—— E— Horizonte argiloso

_{ E—Haorizonte argiloso (altos teores de dxidos de ferro)
C—Material inconsolidado

& |— R—Rocha {material de origem)

Figura 5 — Camadas ou Horizontes do solo. O: horizonte rico em matéria organica total
ou parcialmente decomposta; A: material mineral escurecido por matéria organica com
perda de colbéides minerais por lixiviagdo; E: horizonte estruturado de subsuperficie, que
ganha o material perdido pelo horizonte A; B e C: horizontes de subsuperficie,
parcialmente intemperizado, constitui transicdo do solo para a rocha de origem; R: rocha
de origem. Adaptado do Manual Técnico de Pedologia (IBGE, 2007).

Segundo o Soil Survey Manual (1993) cada perfil de um solo genérico tem as
seguintes composigdes:

O - horizonte superficial, com acumulo de matéria organica total ou parcialmente
decomposta, ocorrendo em solos de mata ou em solos organicos, principalmente em
baixadas.

A — horizonte superficial, constituido de material mineral escurecido por matéria
orgénica, podendo ser também o horizonte de perda de coldides minerais, apresentando,
entdo, textura mais grosseira (mais arenoso).

E — Horizonte argiloso consolidado que apresenta material organico decomposto e
mineral lixiviados das camadas anteriores.

B — horizonte de subsuperficie, que ganha o material perdido pelo horizonte A e E,
textura mais fina (mais argiloso) que o horizonte E, mais colorido e mais estruturado.

C - horizonte de subsuperficie, parcialmente intemperizado, constitui transigdo do
solo para a rocha (material de origem).

R — rocha (material de origem) (SOIL SURVEY MANUAL, 1993)

2.4. TEXTURA DO SOLO

Textura diz respeito as dimensdes e caracteristicas das particulas primarias

do solo. Essas particulas sdo agrupadas em fungdo do tamanho, porém apresentam
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caracteristicas comuns. Segundo o Manual Técnico de Pedologia (IBGE, 2007) algumas

das particulas que formam as fases do solo sdo separadas conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo de algumas fragbes Granulométricas do solo. De acordo com o
Manual Técnico de Pedologia (IBGE, 2007)

Fragao Diametro de particula*
Areia grossa de 2,0 mma4,8 mm
Areia média de 0,42 mm a 2,0 mm
Areia fina de 0,05 mm a 0,42 mm
Silte de 0,005 a 0,05 mm
Argila Inferior a 0,005

*relativo ao didmetro médio das particulas.

A fracdo areia constituida quase que essencialmente de quartzo é
responsavel pelo aparecimento de macroporos, e, portanto pela aeracdo do solo, retém
pouca agua e poucos nutrientes. Frac&do silte & constituida em sua maior parte por
quartzo promove o aparecimento de poucos poros, podendo causar adensamento do
solo, retém pouca agua e poucos nutrientes. A fragdo argila é constituida em sua maior
parte por minerais de argila, promove a estruturagéo do solo, fazendo com que ocorra o
aparecimento de um elevado volume de poros, principalmente de microporos, retém
muita agua e muitos nutrientes (ZIMBACK, 2003).

Raramente um solo é constituido de uma sé fragdo granulométrica, dai a
necessidade de classes de textura procurando definir diferentes combinagbes de areia,
silte e argila. A Figura 6 mostra o tridngulo das classes texturais, adaptado do Manual
Técnico de Pedologia (IBGE, 2007) que é utilizado para determinacao das texturas do

solo.
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Figura 6 - Diagrama ternario usado para determinagé&o de textura de solos (adaptado de
IBGE, 2007).

2.5. ACIDEZ DO SOLO

A acidez do solo € uma das medidas mais simples realizadas no solo e
origina informagdes importantes sobre seu manejo, o que é fundamental nos aspectos de
maior ou menor produtividade agricola. O pH também é limitante nas reagbes de troca
idnica, dissolugao/precipitacdo, redugcéo/oxidagéo, adsor¢édo e complexacdo (MCBRIDE,
1994). No solo a acidez é explicada basicamente conforme as equagdes abaixo:

e por reagdes de acidos organicos fracos dissociados,

R-H-R+H' (equagao 2)

e complexos organicos contendo Al*® que promovem hidrélise da agua,

R R
\A|*3 +H,0 — \A|0H*2 +H" (equagéo 3)
R/ R

e acidez da troca de H" e AI"® de minerais,
e K"+ H'-esmectitas — H" + K'-esmectita (equacéo 4)

e K+ Al"-esmectitas — AIOH*? + K"-esmectita + H* (equacgéo 5)

e acidez ndo trocavel das superficies de argilas silicatadas.
>Fe-OH]*"? — >Fe-OHJ"? + H* (equagao 6)
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>AI-OH]""? — >AI-OH] "2 + H* (equagéo 7)

A acidez dos solos brasileiros é classificada de varios modos, podendo ser
generalizada conforme Tabela 2 (PAULLETI, 2004).

Tabela 2 — Classificagéo do pH do solo em agua e solugéo de CaCl, 0,01 mol L™

Acidez pH em Agua pH em CaCl, 0,01 mol L™
Muito alta <50 <44

Alta 5,0-5,6 44 -5,0

Média 5,7-6,1 51-55

Baixa 6,2—-6,6 5,6-6,0

Muito Baixa > 6,6 > 6,0

Segundo QUAGGIO e van RAIJ (2001), pode haver uma diferenca na
determinacdo destas solugbes em torno de 0,6 unidades, pois o emprego de solugao
salina como do CaCl, em concentracao 0,01 mol L’ gera menores valores de pH
comparativamente com a agua, podendo em alguns casos especificos ocorrer o inverso.
Afirmam ainda que, o pH determinado na solu¢do de CacCl, é considerado mais adequado
por sofrer menor influéncia do efeito salino da solu¢do do solo. Todavia, existe uma série
de fatores que influenciam na determinacéo do pH. Cabe dizer que em alguns estados
como Parana e Sdo Paulo é adotado método padrdo para determinacdo do pH em
amostras de solo empregando método utilizando solugédo de CaCl, em concentracao 0,01
mol L™ (Citado por SILVA, 2008).

2.6. COMPOSTOS FENOLICOS

Fendis sdo compostos que apresentam um grupo hidroxila diretamente ligado
a um anel benzénico (Solomons e Fryhle, 2002). O fenol apresenta a formula quimica:
CsHsOH. Consiste de um cristal incolor ou branco em forma de agulha, tem odor
caracteristico e é corrosivo. O ponto de fusdo do fenol é 40,71°C e o produto comercial
contém em geral menos do que 5% de agua. Mistura-se completamente com os
solventes organicos (alcool, éter, glicerina, cloroférmio e sulfeto de carbono). O composto
mais simples da familia é o fenol ou hidroxibenzeno. Os monometilfendis recebem o
nome de cres6is (FERNANDES, 2005). Algumas caracteristicas fisico-quimicas das

espécies fenodlicas estudadas sido apresentadas na Tabela 3.

15



Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas dos compostos fenélicos avaliados (IPCS, 1996)

Propriedades fenol o-cresol p-cresol
OH OH OH
CH;
Estrutura
CH3
2-metil- 4-metil-
Nomenclatura IUPAC Hidroxibenzeno hidroxibenzeno  hidroxibenzeno
Peso molecular (g mol™) 94,11 108,14 108,14
Pressao de vapor (mmHg) 0,357 (20 °C) 0,31 (25 °C) 0,13 (25 °C)
Solubilidade em agua
93 25 23
a25°C (g L™
pKaa 25°C 9,89 10,20 10,17
log Kow 1,46 1,95 1,94
Toxicidade* DLs, (g kg™) 0,41-0,53 1,35 1,80

*toxicidade para ratos (ENVIRONMENTAL HANDBOOK, 2008).

Os fendis sdo compostos relativamente acidos, porém, menos acidos que os
acidos carboxilicos e podem ser convertidos em seus respectivos sais, por solugcbes
aquosas de hidréxidos. Estes sais sdo conhecidos como fendxidos ou fenolatos. Em meio

aquoso comporta-se como um acido fraco conforme equacgéo 8.

Q—OH + HO0 = ®_O- + HgO'

Em meio alcalino os compostos fendlicos encontram-se na forma ionizada de
fenolato (GUILARDUCI, 2006).

Um valor de grande importéancia, em estudos envolvendo a sor¢éo de fendis,

(equacgéo 8)

€ o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), pois tem ligagdo com a mobilidade de um
dado composto no solo. O Kow € definido como a relagdo da concentragao em equilibrio
de um contaminante organico na fase octanol em relagdo a concentragédo do

contaminante na fase aquosa, conforme a equagéo 9:

_ 1,

ow = g, (equagéo 9)
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Onde, [C], denota a concentragdo em equilibrio do composto na fase alcodlica e [C],
representa a concentragédo do composto quimico na fase aquosa. O valor de Koy pode
ser usado para estimar o comportamento de compostos organicos hidrofoébicos que néo
interagem eletricamente com a superficie do solo, sendo uma medida indicativa da
hidrofobicidade de um dado composto organico (D’AGOSTINHO E FLUES, 2006).

De acordo com Veeresh et al. (2005) os fendis podem ter efeitos
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos. Por outro lado, ndo existe evidéncia
indicando o potencial efeito carcinogénico do fenol (BUSCA et al, 2008). Eles séo
inibidores de crescimento para microrganismos em processos de tratamento biologico
(em altas concentragbes), sendo que uma concentracao de fenol igual ou superior a 1 mg
L™ pode alterar algumas das propriedades organolépticas da agua (VEERESH et al.,
2005).

2.7. CONTAMINAGCAO DE SOLO E AGUA POR COMPOSTOS FENOLICOS

Segundo a agéncia de controle ambiental dos Estados Unidos, U.S.
Environmental Protection Agency (EPA) a concentragdo de fenois em rejeitos aquosos
deve ser menor que 1 mg L e no Brasil & estabelecida uma concentracéo de fenois
totais de 0,5 mg L' (CONAMA, 2005).

Dentre estes poluentes, os compostos fenélicos ocupam destaque, estando
presentes na lista de poluentes prioritarios da Environmental Protection Agency’ (EPA,
1999) totalizando 11 fendis das 129 substancias presentes na lista. A produgéo global de
fendis alcancou 8,4 milhdes de toneladas em 2004. S&o precursores para uma série de
seguimentos industriais, dentre eles, o petroquimico, farmacéutico, plastico e de
pesticidas (XIAO et al., 2006).

Como o fenol esta presente em diversos seguimentos industriais € natural
que seja encontrado nos rejeitos destes processos. Sao gerados na producéo de
plasticos, desinfetantes, drogas, pesticidas, anti-oxidantes, papel e na industria
petroquimica (ZHAO e LEE, 2001). O descarte indevido, ou seja, sem tratamento destes
residuos ocasionara uma série de conseqiiéncias devido a sua toxicidade para o
ambiente aquatico e terrestre (VEERESH et al., 2005).

Em vista da toxicidade para os seres vivos e principalmente para o homem,
torna-se importante o estudo do comportamento tanto em solugao como em fase sélida,
mais especificamente no solo, uma vez que estes podem contaminar fontes de agua para
consumo humano e o solo utilizado na agricultura. Isso tem motivado grande numero de

estudos ambientais, visando a remogao de compostos fendlicos de meio aquoso.
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E relatado na literatura a contaminagdo e tratamento de aguas contendo
espécies fenolicas (POULOPOULOS et al., 2006; XIAO et al., 2006). Por outro lado, a
contaminagdo dos solos vem se tornando um problema cada vez mais sério (HEINEGG
et al., 2002) em vista do solo ser uma matriz sélida que pode atuar como adsorvente para
espécies fendlicas dificultando o seu tratamento e tornando o mesmo muito dispendioso e
demorado.

Havendo contaminacg&o do solo, os poluentes presentes podem migrar para
os alimentos e serem consumidos pelos seres humanos na sua ingestéo. Varios autores
descrevem trabalhos relacionados a interacdo de compostos fendlicos no meio ambiente
com uma fase sélida e sua remediacdo (HUANG et al., 2006; TZIOTZIOS et al., 2005;
RAHMAN E WORCH 2005).

2.8. ESTUDOS PARA MINIMIZAR IMPACTO DE FENOIS EM SOLOS E AGUAS

A intensificagdo das atividades industriais e agricolas, em conseqiiéncia do
desenvolvimento tecnoloégico e do crescimento populacional nas ultimas décadas, tem
ocasionado um consideravel aumento dos niveis de contaminantes organicos no solo
(PAULA, 2007). De sorte que o solo atua freqientemente como um "filiro", tendo a
capacidade de depuracéo e imobilizando grande parte das impurezas nele depositadas.
No entanto, essa capacidade é limitada, podendo ocorrer alteragdo da qualidade do solo,
devido ao efeito cumulativo da deposicéo de poluentes (CETESB, 2008).

No que diz respeito ao solo, o estudo do comportamento da interagdo destas
espécies com este tipo de sedimento é de grande importancia, pois permite entender
como os fendis se comportam quanto ao processo de sor¢gdo ou processo que ocorrem
em paralelo, por exemplo, degradagéo biolégica e quimica. De posse desse tipo de
informacgéo, pode-se inferir se um evento pluviométrico poderia causar a contaminagéo
do lencol freatico. O entendimento da interacdo permite também a escolha do melhor
método de remediag&o para um determinado local.

Vérios trabalhos apresentam métodos de tratamento de areas contaminadas
por poluentes organicos e fendis (ATAGANA, 2004; VEERESH et al. 2005; LUO et al.,
2005; PRPICH et al.,, 2006; TALLUR et al., 2006). Busca e colaboradores (2008)
publicaram um artigo de revisdo comentando alguns métodos recentes para separagéo e
degradacéo de fendis em matrizes aquosas e gasosas. Dentre os métodos de separagao
destacam-se destilacdo, extracdo liquido-liquido, adsor¢cdo e pervaporagdo por
membrana. Em relagdo aos procedimentos para degradagdo os autores citam oxidagéo
total de fendis por “stripping” (ar ou oxigénio), oxidagdo por via Umida, oxidacdo

eletrolitica e fotocatalitica. Além disso, os métodos biolégicos sado interessantes desde
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que sejam empregados em aguas com concentragcdo de fenol ndo muito elevada. A
degradacgdo geralmente ocorre via microrganismos como fungos e bactérias (MELO e
AZEVEDO, 1997).

A degradacéo de fenol por fungos foi investigada por Atagana (2004). Nesse
trabalho sete fungos n&o basidiomicéticos e aclimatados a fenodis: Aspergillus, Candida,
Cladosporium, Fusarium, Monicillium, Trichoderma e Penicillium, e dois fungos do tipo
basidiomecetos, Pleurotus e Phanerochaete foram isolados de um solo contaminado por
fendis e as cepas inoculadas em amostra de solo contaminado com fenol, o-cresol, m-
cresol e p-cresol. Os ensaios no solo (18 tratamentos em reatores) foram conduzidos em
condicbes controladas de temperatura, umidade, luz, pH e nutrientes. Os tratamentos
suplementados com nutrientes se mostraram mais efetivos na degradagao do fenol (entre
84 e 100%) frente aos ndo complementados. Os autores ainda relataram resultados de
degradacéo de fenol maiores no tratamento utilizando o consércio de seis fungos.

Em uma revisdo Duran e Espoésito (2000) discutem as potencialidades
enzimas como fenoloxidases no tratamento de efluentes contendo compostos fendlicos.
De acordo com os autores as enzimas oxidativas de bactérias, fungos e plantas tém sido
relatados na literatura desempenhando papel importante em aplica¢des de tratamento de
diversos residuos. Peroxidases e/ou fenoloxidases podem agir em poluentes
recalcitrantes especificos por precipitagdo ou transformagéo para outros produtos e
permitir um melhor tratamento final dos residuos. Ja os tratamentos com enzimas
Horseradish peroxidase, Lignina peroxidase e Manganés peroxidase podem mineralizar
uma grande variedade de compostos aromaticos recalcitrantes. A imobilizagdo destas
enzimas em suportes porosos de cerdmica ou resinas nao prejudicam a sua estabilidade
mostrando bom potencial para a degradagdo de compostos aromaticos persistentes no
meio ambiente. Outras enzimas como, Tirosinase e Lacase sao lembradas na revisdo e
atuam com eficiéncia na degradacéo de fendis.

Khan e Anjaneyulu (2005) avaliaram a influéncia dos componentes do solo na
sorcdo de compostos fendlicos em amostras de solo provenientes da india e o
desenvolvimento de uma tecnologia acessivel para remediacdo de areas poluidas. Para
isso foram desenvolvidas culturas microbianas mistas capazes de degradar os
compostos organicos até a completa mineralizagdo, sendo as respectivas constantes
biocinéticas avaliadas. Os resultados encontrados mostraram que apds o tratamento das
amostras houve redugao acima de 67,5% de matéria organica removida. Juntamente com
os dados de dessorcdo foi mostrado que o tratamento consegue reter os compostos
fendlicos e assim estes podem ser degradados por microrganismos presentes no solo.

A degradacao bacteriana de fendis em sete amostras de solo (varzea) por via

aerdbica e anaerdbica foi examinada por Shibata et al. (2006). A degradagao por via
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aerdbia foi detectada em todas as amostras de solo, com tempos de meia-vida dos fenois
variando entre 2 a 19 dias. Por outro lado, em apenas trés amostras de solo foi verificada
degradacgdo anaerobica dos compostos. Os autores sugerem correlagdo da quantidade

de carbono orgéanico parece influenciar inversamente, na degradagao de 4-t-octilfenol.

2.9. PROCESSOS DE SORCAO

Inumeros processos fisicos, quimicos e biolégicos ocorrem entre duas fases,
enquanto outros sdo iniciados na fronteira dessa interface. A mudanga na concentragéo
de uma determinada substancia na interface, em comparagdo com as fases vizinhas é
definida como adsorg¢édo. Dependendo do tipo de fases em contato, considera-se este
processo nos seguintes sistemas: liquido-gas, liquido-liquido, sélido-liquido e gas-sodlido
(Dabrowski, 2001).

A literatura define como sorbato o soluto que ira interagir com o material
sélido e sorbente a fase sélida que ira sorber os compostos. A interagédo sélido-soluto é
chamada genericamente de sor¢cdo, englobando os termos adsor¢cédo e absorgcdo, que
podem ser diferenciados pela forma como as moléculas do sorbato interagem com o
sorbente (SITE, 2001).

A adsorcdo quimica é especifica e envolve a formagdo de um composto
bidimensional, como por exemplo, quando gases entram em contato com superficies
metalicas limpas (ATKINS, 1999). Uma interagao forte é indicativa de adsor¢&o quimica,
na qual interagbes covalentes ou forgas eletrostaticas se formam entre a molécula e a
superficie. Por outro lado adsorgdo de fraca intensidade é caracteristica de adsorgéo
fisica, na qual as interagdes entre os sitios do adsorbato e a adsorvente sdo menos
energéticas (abaixo de 10 kcal mol” de adsorbato), sendo um tipo de adsor¢do nao-
especifica, rapida e reversivel. O adsorbato encontra-se ligado a superficie somente por
forcas de van der Waals (forgas dipolo-dipolo e for¢as de polarizagéo, envolvendo dipolos
induzidos).

A uma temperatura constante a quantidade adsorvida aumenta com a
concentracdo do adsorbato (em solucdo ou na fase gasosa), e a relagcdo entre a
quantidade de sorbato (x) por unidade de massa (m) adsorvida e a concentragdo em
equilibrio (C;) é conhecida como isoterma de adsor¢do. A quantidade de substéncia
adsorvida na superficie decresce com o aumento da temperatura, ja que todos os
processos de adsorgcdo sdo exotérmicos (SANTOS, 2003). O processo de sorgdo €&
geralmente estudado através dos graficos de concentragdo em equilibrio de um
composto na fase sorbente como uma fungdo do mesmo em uma fase gasosa ou em

solucédo a uma determinada temperatura.
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Os minerais e superficies organicas de solos (adsorvente) podem adsorver

moléculas orgéanicas (adsorbato) fraca ou fortemente dependendo do tipo de interagédo

entre o sistema adsorbato-adsorvente. As diferengas entre adsorg¢do quimica e fisica séo

listadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas da Adsorcéao Fisica e Quimica

Propriedade Fisica Quimica
Calor de adsorcao 10 kcal mol” 20 kcal mol”
Faixa de temperatura de Somente abaixo do ponto de )
i Em baixa e alta temperatura
adsorcéo ebulicdo do adsorbato
Inclinagéo da isoterma de Maior com alta concentragéo de Menor com alta
adsorcéo adsorbato concentracao de adsorbato

Dependéncia das
) Relativamente baixa
propriedades do adsorvente

Dependéncia das "
alta
propriedades do adsorbato

Energia de ativagdo da )
Baixa ou nenhuma
adsorcéo

Ndmero de camadas de o
. i Mdltiplas
moléculas adsorvidas

alta

alta

Pode ser alta

Unica

2.9.1. ISOTERMAS DE ADSORGCAO

Os dados de adsorgédo sdo comumente representados por uma Isoterma de

adsorcdo, a qual é construida, plotando-se a quantidade de adsorbato retido por um

solido como uma fungé&o da concentragdo do adsorbato numa fase gasosa ou solugao

que esta em equilibrio com o sélido. A forma da linha descrita pela isoterma sugere a

informagdo a respeito da interacdo de adsorbato-adsorvente. As isotermas sé&o

classificadas em quatro tipos, como mostra a Figura 7.
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Ce

Figura 7 — Classificacdo das Isotermas de adsor¢do. x/m: massa de sorbato sorvida por
massa sorbente (ug g”); Ce: concentragao de sorbato em equilibrio aparente em solug&o;
H: Isoterma de alta afinidade entre a sorbato e sorbente; C: Isoterma de particdo
constante; L: isoterma de Langmuir; S: isoterma Sigmoidal sugerindo adsorgéo
cooperativa (Adaptado de MCBRIDE, 1994).

A Isoterma do tipo L (Langmuir) reflete uma relativa alta afinidade entre o
adsorbato e adsorvente, o que indica usualmente quimissorcédo. A isoterma do tipo S
(Sigmoidal) sugere “adsorcao-cooperativa” a qual acontece se o sistema adsorbato-
adsorbato é mais forte do que a interacdo adsorbato-adsorvente. Esta condi¢ao favorece
os “agrupamentos” das moléculas de adsorbato na superficie porque as moléculas
interagem mais fortemente entre uma e outra do que com uma superficie diferente. A
isoterma do tipo C (Constant-partitioning), a qual sugere uma afinidade constante das
moléculas de adsorbato para com o adsorvente, € usualmente observada somente numa
pequena faixa de adsorcéo e desvios da relacéo linear da isoterma s&o observadas
quando se tem alta adsorgéo. A isoterma do tipo H (High affinity), indicativa de interagbes
muito forte (quimissorgéo), € um caso extremo da isoterma de Langmuir. Esta isoterma
nao € encontrada geralmente em solos e moléculas orgéanicas, pois poucas delas formam
ligacGes idnicas ou covalentes com os coléides do solo (MCBRIDE, 1994).

Outras isotermas sado possiveis, no entanto s&o reconhecidas como hibridas
dos 4 tipos descritos. E importante ressaltar que somente a isoterma ndo prové
informagéo suficiente para descrever o tipo de mecanismo envolvido na adsorgéo, para
tal elucidagdo deve se buscar outras técnicas como Espectroscopia Molecular
(MCBRIDE, 1994).

Muitas fontes de erros estédo presentes em ensaios de sorgéo, tais como,
perdas por volatilizacdo, degradacéo biolégica, quimica dos compostos, tempo de contato

insuficiente para ocorrer o equilibrio, separagéo ineficiente entre o sorbente e a fase
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aquosa e a razdo sorbente / soluto. Para se ter dados reprodutiveis e confiaveis, os
testes de sorgédo necessitam de uma preparagéo inicial cuidadosa das fases sorbentes,
que incluem secagem, homogeneizacdo e esterilizagdo, esta ultima necessaria para
evitar a degradagdo microbiana do composto estudado durante o experimento (SITE,
2001).

2.10. BIODEGRADAGAO DE FENOIS EM SOLOS

O solo é amplamente habitado por populagdes de microrganismos como
bactérias, fungos, protozoarios e algas, além de popula¢gdes macroscépicas, tais como
anelideos e artropodes, formando uma complexa teia de comunidade alimentar. A
microflora do solo tem papel fundamental nos ciclos globais de nutrientes e carbono,
participando de processos importantes como a nitrificacéo, denitrificagdo e mineralizagédo
do carbono. Dos organismos ativos desse esforco de reciclagem, os fungos séo
particularmente efetivos e versateis, possuindo a capacidade enzimatica de degradar
substratos bastante complexos e poliméricos, por exemplo, polissacarideos, tais como
celulose, hemicelulose, lignina, amido, quitina e glicogénio; proteinas, como, caseina,
queratina e albumina. Por outro lado, as bactérias, em geral, séo efetivas na degradacéo
de produtos soluveis simples.

A biodegradacéo inclui a degradacéo biolégica de poluentes majoritariamente
organicos, em ambiente subterrdneo. O solo contém bactérias, que ocorrem de forma
natural, e que sdo capazes de provocar a biodegradacdo dos compostos organicos. E, no
entanto, nos primeiros horizontes do solo que as condigbes sdo mais favoraveis a
biodegradac&o, onde o solo é rico em oxigénio e em microrganismos (LEITAO, 2006).

O esquema que representa o processo geral da biodegradacao é o seguinte:

(HC), + (N,P,S) + O, + &cidos intermediarios —

— CO, + H,0 + NO5 + SO,* + energia + células de bactérias

Neste esquema, (HC), representa os hidrocarbonetos e (N,P,S) representa os
nutrientes: nitrogénio, fosforo e enxofre, necessarios para o metabolismo e crescimento
(mais de 60% dos hidrocarbonetos sao usados pelas bactérias para a reproducgéo e
materiais celulares) (LEITAO, 2006).

Uma ampla variedade de microrganismos é capaz de biodegradar compostos
aromaticos como fendis, tais como algas, bactérias e fungos que podem estar presentes

tantos em culturas puras como mistas.
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Entre os fungos mais citados, tem sido relatado que Cunninghamella elegans
e Phanerochaete chrysosporium apresentam capacidade de oxidar e degradar varios
compostos aromaticos, tais como antraceno, fenantreno e fenol. Esses microrganismos
tém sido até mesmo usados em processos de biorremediagéo, na despoluicdo de solos e
sedimentos contaminados por tais compostos. (MELO E AZEVEDO, 1997).

Tallur et al. (2006) estudaram uma bactéria identificada como uma espécie
Bacillus sp. que foi isolada a partir de um solo e era capaz de utilizar p-cresol como Unica
fonte de energia o carbono proveniente de compostos fenol, o-cresol, m-cresol e acido 4-
hidroxibenzodico. Neste trabalho foram também identificados os metabdlitos referentes a
degradacdo do composto p-cresol e os autores concluiram que essa cepa pode ser
usada para biorremediacéo de ambientes contaminados com compostos fendlicos.

Para estudos envolvendo a interagdo entre compostos fendlicos com
amostras de solo, deve-se utilizar processos de inibicdo de microrganismos, visando
diferenciar entre processo de sor¢céo e de biodegradagdo. Dentre esses, pode-se citar o
uso de autoclave como método de esterilizacdo do solo (TREVORS, 1996 e SITE, 2001)
a utilizagéo de azida sédica (TREVORS, 1996 e SITE, 2001) e cloreto de mercurio (Il)
(TREVORS, 1996 e VIOTTI, 2005). Esses processos tém se mostrado como boas
alternativas, pois promovem esterilizagdo quase que completa do solo sem modificar
suas caracteristicas quimicas e fisicas.

A biodegradacao é geralmente benéfica em termos de redugéo da poluigéo
das aguas subterraneas, uma vez que as concentragdes dos poluentes diminuem, ou
podem mesmo eliminar completamente um composto do meio subterrdneo, com produtos
de reagado nao prejudiciais (CO, e H,0). Contudo, se a mineralizagédo do poluente néo
ocorre, os produtos intermédios de decaimento (metabdlitos) que se formam durante
estes processos, podem constituir novo motivo de preocupacao, por vezes mais grave
que a poluig&o original (LEITAO, 2006).

A degradacao de fenol e m-cresol foi estudada por Saravanan et al. (2008)
utilizando culturas bacterianas enriquecidas e aclimatadas por 1 més (Pseudomonas sp.).
Os autores observaram degradagdo completa em tratamentos de 20 a 40 horas, em
condigdes otimizadas (pH, temperatura e nutrientes). Ja Viggiani e coloboradores em
2006 estudaram a degradacdo de fenol também por culturas de pseudomonas e
sugeriram a geragdo de intermédiarios de indicam a formagéo de catecol, seguida de
abertura de anel e formagédo de acido 2-hidroximuconico e semialdeido. Estudo
semelhante sobre os intermédiarios de degradacgéo de fenol foi recentemente publicado
(NAIR et al. 2008) mostrando a proposta de uma rota de dedradacgéo de fenol indicando

coeréncia com os resultados obtidos por VIGGIANI et al. (2006).
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211, METODOS ANALITICOS PARA A QUANTIFICACGAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM AGUAS E SOLO

Na literatura tém sido relatados varios métodos para determinacéo de fenois
em aguas e solos, especificos para cada problema analitico, sendo que os mais
freqlentes sdo para a quantificagdo de fendis totais em aguas e efluentes industriais.
Nestas matrizes se destaca na separacao, identificacdo e quantificacdo dos fendis a
Cromatografia em Fase Liquida da Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia em fase
Gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

Os métodos baseados em cromatografia em fase gasosa (CG) tém sido
utilizados na determinagdo e quantificagdo de compostos fendlicos, pois oferecem a
resolucao e facil acoplamento com detectores mais sensiveis (FARAJI, 2005). Por outro
lado, devido a alta polaridade dos compostos fendlicos, estes tendem a fornecer picos
largos € menos resolvidos, sendo necessarias colunas de maiores comprimentos. Em
vista disto, varias reacdes de derivatizagdo tém sido propostas para converter fenbis em
compostos menos polares, com melhores caracteristicas para quantificagdo
cromatografica (LIOMPART, 2002).

A cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o método
freqlentemente utilizado na analise de espécies fendlicas, apresentando a vantagem de
ndo requerer derivatizacdo dos compostos (PENALVER, 2002) e a possibilidade de
analisar amostras em fase aquosa que sdo mais proximas as condi¢gdes ambientais.
Contudo, a literatura (FARAJI, 2005) relata que a CLAE esta propensa a interferéncias
nos caso de amostras ambientais contendo substancias humicas, além de ser
considerada uma técnica cara e pouco disponivel nos laboratérios. Neste sentido,
destacam-se os métodos espectrofométricos como alternativas as limitagdes da CLAE.

Dois métodos sao interessantes para a quantificacdo de fendis totais via
espectrofotometria. O primeiro (APHA, 1995) é baseado na reagdo entre o reagente de
Folin-Ciocalteu, que € uma mistura de heteropoliacidos fosfomolibdico e fosfotlingstico e
fenodis, com subseqliente oxidagcao dos fenois e formagcdo de um complexo azul com
molibdénio e tungsténio (KUNZ, 1999). A faixa analitica recomendada para este método
varia de 10,0 a 50,0 mg L™, sendo util a amostras com teores mais elevados de fenol e
também por se tratar de um procedimento para fendis totais em aguas. O segundo
método é o procedimento oficial para quantificacdo de fendis totais em aguas (APHA,
1995), sendo largamente empregado para a quantificacdo de fenois. E baseado na
reacdo da 4-aminoantipirina (4-AAP) com os fendis na presenca de ferricianeto de
potassio K;[Fe(CN)s] em meio levemente alcalino (pH 7,90). O K;3[Fe(CN)e] atua como um

agente oxidante sobre o fenol na presengca da 4-AAP para formar o complexo
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aminopirazolona, um composto vermelho intenso do grupo antipirina, conforme mostra a

Figura 9. Sua absorbancia maxima € medida em A de 510 nm.

Aminoantipirina S
H3C—C=C—NH KgFe(CN HBC—C=C—N:C\*O
TR+ oH KePe(CM el d _/

3

. - — C=
H3C N\ .-’C = pH =74 oS

Fenal Complexo

Figura 9 - Reacao entre o fenol com 1-fenil-2,3-dimetil-4-aminopirazolona (APHA, 1995).

A concentragéo de fenol € determinada empregando uma curva analitica de
padrdes de fenol preparados nas mesmas condicdes na faixa de 1,00 a 5,00 mg L™
(APHA, 1995), tendo como vantagem o menor limite de quantificacdo (LQ), quando
comparado ao método de Folin-Ciocalteu.

O método espectrofotométrico por reagdo com a 4-AAP determina fenol,
fendis orto- e p-substituidos em que o substituinte é um grupo carboxilico, metoxilico ou
sulfénico. Esse método nado determina os fendis, para-substituidos nos quais o
substituinte € um grupo alquilico (-CHj3), arilico, nitrico, benzilico, nitroso ou aldeidico
(APHA, 1995).

Este método classico se mostra interessante para determinacdes de fendis
totais do ponto de vista dos valores de LQ alcangados. Contudo, apresenta grande
numero de operagdes analiticas, baixa frequéncia analitica, alto consumo de reagentes e
amostras e geracdo de grandes volumes de rejeitos. Uma atrativa alternativa é sua

adaptacgao as técnicas de analise por injegdo em fluxo.

2.12. ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

A demanda cada vez maior pela automacdo dos procedimentos analiticos
esta ligada ao aumento significativo do numero de amostras a serem analisadas,
principalmente nas areas clinicas e ambientais, que requerem técnicas rapidas e
confiaveis capazes de operar 24 horas por dia. Tais aspectos influenciam no custo das
determinagbes e possibilitam maior numero de informagdes em menor tempo e esforgo
humano (IUPAC, 1994).
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As técnicas baseadas em Analise por Inje¢do em Fluxo, do inglés Flow
Injection Analyses (FIA), tém sido muito empregadas na automacdo de procedimentos
analiticos, pois oferece boa freqléncia analitica, facilidade operacional, precisdo e
exatiddo adequados, redugdo de custos devido ao menor consumo de reagentes e
amostras, menor volume de rejeitos e mais seguranga para o operador na manipulagao
das solugdes. Entretanto s se justifica em rotinas nas quais se tem grande quantidade
de analises diarias por laboratério, pois o investimento inicial € um pouco mais elevado
em relacdo aos métodos convencionais, além de consideravel esforco no sentido de
implementar o sistema para operar sob condi¢gdes de injegcdo em fluxo. Contudo, devido
aos ganhos em termos de velocidade analitica, seguranga, economia € menos residuos
gerados acabam justificando o investimento (SKOOG et al., 2006). A classificacdo dos
procedimentos em fluxo é feita de acordo com quatro categorias que sdo: Analise em
fluxo com segmentacdo por ar (CFA), Fluxo continuo ndo segmentado, Analise por
Injecdo em Fluxo (FIA) e Analise por Injecdo Sequencial (SIA) (ARRUDA, 2005).

As técnicas analiticas baseadas em fluxo tém a injecdo de um volume
determinado de amostra liquida (geralmente até 500 pL) numa solugdo moével que serve
como transportadora. A amostra injetada forma uma zona, a qual é conduzida até o
detector que registra constantemente os sinais, geralmente de absorbancia, (RUZICKA,
1988; KARLBERG, 1989) Ao longo do percurso analitico, a amostra pode receber
reagentes, passar por etapas de processamento como, filtragéo, extragéo liquido-liquido,
pré-concentragéo, diluicdo em linha, entre outras. A Figura 10 exibe o diagrama de uma

configuracao tipica de sistema de analise por injecdo em fluxo.

i
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Figura 10 — Diagrama em fluxo basico de um sistema para Analise por Injecdo em Fluxo
(FIA). T: solugao transportadora, B: sistema de propulsao (bomba peristaltica), A: alga de
amostragem, C: bobina de reacgédo, D: detector e E: efluente. (Adaptado de KARLBERG,
1989)

Quanto a determinagéo de fendis por FIA, Frenzel et al. (1992) avaliaram a
determinacgéo de fendis por espectrofotometria via analise por injecdo em fluxo por dois

tipos de reagdes colorimétricas; /) o método da 4-AAP i) reagao de acoplamento oxidativo
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de fenol com 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona (MBTH). Segundo os autores os dois
procedimentos determinam fendis a uma razdo de 60 amostras por hora com desvio
padrdo de 3%. Relata ainda que o limite de detec¢do (LD) do método usando MBTH é
quatro vezes menor em relacdo a 4-AAP que é de 30 ug L'. O procedimento
empregando a MBTH apresentou boa reatividade com p-cresol, ao passo que o método
empregando a 4-AAP ndo reage com esse composto, além de possuir elevados valores
de absortividade (FRENZEL et al., 1992).

Trés anos depois da publicacdo anterior o0 mesmo autor (FRENZEL e
KREKLER, 1995) empregando extragdo com solvente, buscaram minimizar os valores de
LQ da reacdo da 4-AAP por injecdo em fluxo. Para isso compararam a extracdo com
cloroformio e eluente metandlico da imina formada a partir da reagédo com a 4-AAP com
fenol, que por sua vez era retida em uma microcoluna contento uma fase sorbente de Cqg
imobilizada. Foi relatado que os valores de LQ para extracdo com cloroférmio (11 ug L™)
sao maiores em relacdo ao metanol (0,4 pug L™"). No entanto, os autores concluiram que o
método nédo foi apropriado, pois apesar de obter menores valores de LQ, o procedimento
acaba sendo complexo, caro e acaba gerando uma série de residuos téxicos.

Em 1997, Song et al. realizaram estudo semelhante a Frenzel e Krekler
(1995) porém empregando pré-concentragcéo on-line de fendis em pH 2,0 em uma coluna
contendo resina Amberlite XAD-4. Os fendis sdo eluidos da coluna por uma solugéo
alcalina em pH 13 e conduzidos a uma valvula para mistura, que tinha a concentragéo
determinada pelo método da 4-AAP. Os autores descrevem faixa linear de quantificagéo
de 0,01 a 1 ug L™ de fenol com valor de LD de 0,004 pg L™ (n=3) e frequiéncia analitica
de 12 amostras por hora utilizando 4,4 yL de amostra por injegcdo com sensibilidade 13
vezes maior que o método normalmente utilizado em fluxo para quantificagcao de fenais.

Outra forma interessante para diminuir o valor de LD do método da 4-AAP
acoplado a FIA, foi proposto por Lupetti et al., (2004). Foi obtida uma diminuigéo do valor
de LD de 80 vezes, com o emprego de espectrofotometria com celas de fibra ética e
caminho 6tico de 100 cm. Houve ainda a reducéo de 200 vezes no volume de amostra

com o emprego de sistemas de multicomutagao (LUPETTI et al., 2004).

2.13. PLANEJAMENTO FATORIAL E OTIMIZAGAO DE EXPERIMENTOS

Nos experimentos classicos de otimizacdo era estudada a maxima resposta
de um fator sem considerar sua influéncia com outros durante a execug¢ao do ensaio. No
entanto existem situagdes nas quais ocorrem interagdes complexas entre fatores. O
planejamento experimental apresenta vantagens, sendo capaz de detectar e estimar

qualquer interagao entre os niveis estudados de cada fator e se os efeitos dos fatores sédo
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aditivos, entdo o planejamento fatorial necessita de menos ensaios pra proporcionar a
mesma precisdo em relagdo ao experimento univariado (MILLER 1993) No entanto
devido ao numero reduzidos de experimentos, o espago estudado (referente a faixa
estudada) se torna menor, que através dos dados obtidos pode ser expandido e
averiguado por meio de novos planejamentos.

O processo no qual se busca os niveis 6timos de cada fator € denominado
otimizagdo. O primeiro passo é definir quais fatores tem influéncia na resposta das
medidas estudadas, esses fatores sdo conhecidos através da pesquisa na literatura e o
conhecimento do sistema de estudo por parte do experimentador. Na seqiiéncia séo
definidos os niveis que cada fator serd estudado que geralmente s&o valores ou
propriedades com um valor alto que é representada por sinal “+” e valor baixo com sinal

Para fazer um planejamento fatorial completo devemos realizar experimentos
em todas as possiveis combinagdes dos niveis dos fatores. Cada um desses
experimentos em que o sistema é submetido a um conjunto de niveis definido é um
ensaio experimental. Para k fatores, isto é, k variaveis controladas pelo experimentador,
um planejamento completo de dois niveis exige a realizagdo de 2 x 2 x ... x 2 = 2" ensaios
diferentes, sendo chamada por isso de planejamento fatorial 2. Para fazer um
planejamento 2° necessitamos realizar oito ensaios e registrar as respostas observadas
(neste estudo valores de absorbéncia) em todas combinag¢des possiveis dos niveis
escolhidos. (BARROS NETO, 2001).

3. JUSTIFICATIVA

A Unidade de Negocio da Industrializacdo do Xisto, da Petrobras, esta
localizada em S&o Mateus do Sul, PR e utiliza o xisto (rocha sedimentar que contém
querogénio - complexo organico que se decompde termicamente) produzindo 6leo e gas
(SIX, 2008).

Dentre os subprodutos gerados na industrializagdo do xisto, o subproduto
liquido apresenta uma série de nutrientes, compostos inorganicos e organicos. Todavia,
esse subproduto liquido possui consideravel quantidade de espécies fendlicas. Visando
verificar a possibilidade de aproveitamento de tais nutrientes na agricultura, foi proposto

no presente estudo examinar a capacidade do solo em sorver ou degradar fendis.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral, estudar o comportamento de
compostos fendlicos como fenol e creséis frente a uma amostra de solo, previamente

caracterizada, originaria de Sdo Mateus do Sul — PR.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando contemplar o objetivo geral acima proposto, diversas etapas foram

realizadas, conforme segue:

1) Verificar a influéncia das caracteristicas fisico-quimicas da amostra de solo na
sor¢cdo de fenol, o-cresol e p-cresol;

2) Analisar o processo de sor¢éo, dessorcao e degradacdo dos compostos fendlicos;

3) Desenvolver, ajustar e avaliar o desempenho de método analitico por injecdo em

fluxo nas regides do UV e VIS para quantificagdo das espécies fendlicas.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. INFORMAGOES SOBRE A AMOSTRA DE SOLO

A coleta do solo foi realizada em novembro de 2006 na area experimental do
Projeto Xisto Agricola situada no municipio de S&do Mateus do Sul, PR que se localiza
aproximadamente 150 km de Curitiba.

O solo é classificado conforme EMBRAPA (1999), como Latossolo Vermelho
Distréfico  tipico A  proeminente de textura muito argilosa, com relevo
plano e floresta subtropical perenifélia.

Com o auxilio de uma pa de corte, as amostras de solo foram coletadas na
camada superficial do solo até cerca de 18 cm, acondicionadas em embalagens plasticas
e encaminhadas ao Laboratério de Fisica do Solo da Embrapa, CPACT, Pelotas, RS.

Chegando ao laboratério, as amostras foram secas ao ar a sombra, por um
periodo de aproximadamente dois a trés dias sendo peneiradas obtendo-se uma

constituicdo granulométrica na faixa de 2 mm a 0,25 mm. A amostra composta de solo
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foi colocada em uma embalagem plastica e identificada, sendo encaminhada ao
laboratério de Processos e Projetos Ambientais (LABPPAM) do Departamento de
Quimica da UFPR, Curitiba-PR. Em relacdo ao peneiramento da amostra esta foi
realizada de acordo com procedimento de rotina do Laboratério de Fisica do Solo da
Embrapa. Por outro lado estudos complementares seriam interessantes nessa e em
outras amostras de solo “in natura”, no sentido de maior similaridade as condi¢cbes
ambientais.

No LABPPAM, para os ensaios de sor¢do e biodegradagdo, a amostra
passou por processo de secagem em estufa sendo mantida em temperatura de 60 T por
24 horas e posteriormente acondicionada em dessecador.

Por se tratar de um estudo envolvendo sorc¢éao foi solicitada amostra nas quais
nao houvesse historico de aplicacdo de herbicidas, pesticidas, subprodutos liquido da
industrializagcédo do xisto, bem como qualquer rejeito de natureza liquida ou sdélida, sendo

a amostra considerada como testemunha.

5.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA AMOSTRA DE SOLO

5.2.1. Determinagdes de pH

A determinacdo do pH do solo foi realizado em triplicata nas suspensdes de
solo (1,000 g) em 30,00 mL de 4gua deionizada e em solugédo de CaCl, 0,01 mol L™ apos
1 hora de contato sob agitagdo constante de 170 oscilagées seg” (LUCHESE et al.,
2001). As medidas foram efetuadas utilizando um potencidmetro Gehaka modelo PG-

2000 equipado com eletrodo de vidro combinado com Ag/AgCl como referéncia.

5.2.2. Determinacéo do teor de cinzas

Foi efetuada pelo método de perda ao rubro, no qual de 1,5000 + 0,0001 g de
massa de solo (base seca) foi colocada em um cadinho previamente tarado e calcinado
em mufla a 650 °C durante 4 horas. O teor de cinzas foi determinado considerando a

massa do residuo mineral que restou no cadinho apds a combustao.

5.2.3. Determinagé&o dos teores de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio (CHN)

A analise elementar consiste na determinacdo de quais sdo os elementos
constituintes de uma determinada molécula e suas proporcdes. Através desse

procedimento determina-se a férmula bruta de compostos orgénicos. Através da pirélise
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de um determinado composto que contenha O, C, S, N e H, e da analise dos gases
resultantes de sua decomposi¢do (6xidos de N, SO,, CO, e H,O), podemos saber a
composicao percentual em massa destes elementos. A analise elementar foi realizada
em quadruplicada no laboratério da central analitica do Instituto de Quimica Universidade
de S&o Paulo (IQ-USP) utilizando equipamento Perkin Elmer CHN 2400.

5.2.4. Capacidade de Troca Catibnica (CTC)

Utilizou-se um processo baseado na saturagdo da amostra com ions Na*
(Hesse, 1971). Em um tubo de centrifuga de 50 mL, pesou-se 1,0 g da amostra de solo,
adicionou-se 25 mL de solugdo de acetato de sodio em concentracdo 1,0 mol L™ (pH 8,2),
agitou-se o0 mesmo durante 5 minutos e centrifugou-se por mais 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a mesma operagéo foi repetida mais quatro vezes. O
soélido saturado com Na*, foi agitado com etanol 95% durante 5 minutos e centrifugado
por mais 5 minutos e essa operacéo foi repetida mais trés vezes. Apos essa etapa, a fase
sélida foi tratada com solucdo de acetato de aménio 1,0 mol L, pH = 7,0, e foram
efetuadas trés extragdes de 30 mL cada como anteriormente, seguida de centrifugacao,
sendo os trés extratos combinados em baldo volumétrico de 100,0 mL. O teor de Na*
extraido pelo acetato de amoénio foi determinado por fotometria de chama, pela
comparagdo com uma curva analitica preparada com padrées em concentragbes de 5,00;
25,00; 50,00 e 100,0 mg L™ de Na*, na presenca de solucdo de acetato de aménio em
concentragdo 1,0 mol L', bem como uma prova em branco nas mesmas condigdes.
Todas as solugdes utilizadas foram preparadas em agua deionizada. Para as leituras de
intensidade de emissédo, foi empregado um fotdmetro de chama da marca Digimed,
modelo DM-61.

5.2.5. Determinacéo da textura granulométrica do solo

A determinagdo da textura granulométrica do solo foi realizada no laboratério
de andlises de solo EMBRAPA e foi feita através do método da pipeta (EMBRAPA, 1997).

5.2.6. Anélise por Fluorescéncia de raios X (FRX)

A composicao quimica dos elementos presentes em maiores quantidades na
amostra foi determinada através de Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X. Nesta
técnica a amostra (geralmente uma pastilha de pé prensado) é irradiada com feixe de
raios X, que sob estas condi¢cdes, seus elementos quimicos absorvem parte dessa

radiacdo primaria e emitem suas linhas caracteristicas de fluorescéncia de raios X

32



(SKOOG et al., 2006). Essa analise foi realizada no Laboratério de Andlises de Minerais e
Rochas (LAMIR) do departamento de Geologia da UFPR, utilizando o equipamento
PHILIPS ANALITICAL, modelo PW 2400/00, equipado com Sampler Changer 2510. O
procedimento adotado para a analise de solo seguiu da seguinte maneira:

Primeiramente a amostra de solo teve sua granulometria ajustada em moinho
excéntrico, na sequéncia foi seca em estufa por 12 horas a 50 C, pesada em balanca
analitica e levada a mulfla para ensaio de perda ao fogo (1000 T por 2 h). Para a analise
quimica uma massa de 7,0000 g de solo pulverizado e 1,4000 g de cera (CzsH76N2O7)
aglutinante foram pesados, misturados e prensados obtendo-se uma pastilha que foi
analisada pelo método por FRX.

Em relacdo a calibracdo do equipamento esta é realizada por meio de
padroes dos 6xidos dos elementos de interesse, dependendo do tipo de amostras e
analise a ser conduzida, neste trabalho foi realizada determinagdo quantitativa e semi-
quantitativa (varredura de elementos). Para isso, no caso de andlise quantitativa, ¢ feita a
calibragéo por meio de curvas analiticas utilizando padrdes certificados de cada 6xido do
elemento a ser determinado. Por outro lado, na varredura de elementos quimicos, a
calibracdo do equipamento é realizada empregando uma unica pastilha contendo
padrées dos 6xidos em concentragcdo conhecida (e certificada) sendo os teores dos
6xidos determinados por meio de modelos matematicos. Cada pastilha empregada na
calibracdo na analise semi-quantitativa & utilizada de acordo com as caracteristicas da

amostra.

5.2.7. Analise por Difracdo de raios X (DRX)

A Difragdo de raios X é aplicada na identificagdo qualitativa e quantitativa de
fases minerais, presentes em amostras cristalinas, sendo uma das técnicas mais
empregadas na industria e pesquisa atualmente (SKOOG et al., 2006). Ela se baseia na
determinagdo das distdncias interplanares (d) dos planos cristalinos do material
separados entre si, que s&o proporcionais aos comprimentos de onda dos raios X.

Quando o feixe de raios X incidente, com comprimento de onda conhecido
(1), interage com os atomos dos planos cristalinos da amostra esse sofre o fenbmeno da
difragcdo. O feixe difratado é detectado em varios angulos de difracao (8) e colocado em
um grafico de intensidade contra duas vezes o valor de 6.

A difracdo de raios X ocorre segundo a Lei de Bragg a qual estabelece a
relacdo entre o angulo de difragdo e a distancia entre os planos que a originaram
(caracteristicos para cada fase cristalina) conforme equag¢do 10, onde n é um numero
inteiro (ALBERS, 2002).

nA =2dsenB (equacéo 10)
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As andlises de difragdo de raios X foram realizadas no Laboratério de Analise
de Minerais e Rochas (LAMIR) da UFPR. A analise de solo por DRX seguiu o seguinte
protocolo:

Aproximadamente 20 g de solo pulverizado em moinho excéntrico foram
desegregados em H,O deionizada, a suspenséo foi transferida para uma proveta de 250
mL onde permanceu por 2 horas, na sequéncia o sobrenadante foi colotedado em trés
ldaminas de vidro. Cada lamina recebeu um tratamento especifico, sendo a primeira
deixada para secagem ao ar, a segunda passou por aquecimento em mufla a 550 € (12
horas) terceira, apd6s secagem ao ar, teve adicdo de gotas de Etilenoglicol sendo

analisada 8 horas depois por DRX.

5.3. REAGENTES, EQUIPAMENTOS E MATERIAIS AUXILIARES

Todos os reagentes utilizados foram de alta pureza e as solu¢des preparadas
com agua deionizada. O fenol utilizado para o preparo das solugbes foi cedido pela
PETROBRAS/SIX, sendo esse reagente padrdo analitico de alta pureza. Uma massa de
1,0000 + 0,0001 g de fenol foi cuidadosamente pesada em balanga analitica, dissolvida e
diluida até 1000,0 mL com agua deionizada; sendo as solu¢des de o-cresol e p-cresol
preparadas da mesma forma. Todavia, devido aos soélidos serem higroscépicos, foi
necessaria padronizagao das solugdes utilizando-se o procedimento descrito no item 4.4.

Para todos os ensaios realizados na presenca de solo, foi utilizada solugéo de
cloreto de calcio 0,01 mol L' com objetivo de corrigir a forca iénica da suspensao de solo
(MCBRIDE, 1994).

Para preparo de solugbes, utilizou-se micropipetas LABMATE com volumes
variaveis em intervalos de 10 a 100 pL; de 100 a 1000 pL e de 1,00 a 5,00 mL, ou pipetas
de vidro previamente calibradas.

Foram empregados ainda outros equipamentos auxiliares como mesa de
agitagdo horizontal modelo MLW operando a 170 oscilagdes min™, centrifuga modelo
JANETZKY T23 (3500 rpm), centrifuga modelo FANEM (3500 rpm) estufa GEHAKA.

5.4. PADRONIZAGCAO DAS SOLUGOES DE FENOL

A padronizacao de fenol foi baseada no procedimento do Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater (APHA, 1995). Neste método o fenol reage

quantitativamente com bromo em meio acido formando o tribromofenol, sendo a
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concentracao determinada pela quantidade de bromo em solugédo apds a reacao, que é
subtraida da quantidade inicial do mesmo.

Foram preparadas solugbes estoque de fenol, o-cresol e p-cresol em
concentracdo de 1000,0 mg L', em agua deionizada. Na sequéncia, uma aliquota de
10,00 mL de solugéo estoque de cada solugao foi transferida para erlenmeyers de 250
mL nos quais se adicionou 10,00 mL de solu¢do de brometo-bromato de potassio,
preparadas analiticamente, em concentragéo de 1,62.102 mol L' de KBrO; com excesso
de KBr e mais 80 mL de agua deionizada. O meio foi acidificado com 5 mL de HCI dando

inicio as reagdes mostradas nas equacdes 11 e 12 (SKOOG et al., 2006).

KBrO; + 5 KBr + 6 HCI — 3 Br, + 6 KCI + 3 H,O (equacao 11)

3 Br2 + CBH5OH — Br3CSH20H + 3 HBr (equagéo 12)

Ao acidificar a solugdo com acido cloridrico concentrado ocorre a formagéo de
bromo proporcional a quantidade de bromato utilizada. O bromo produzido reage com o
fenol em solugéo formando o tribromofenol.

Ap6s 15 minutos decorridos de reagdo o excedente de bromo em solugéo é
convertido a iodo, pela adicao de excesso de Kl, sendo entdo o |, liberado, titulado com
solucéo de tiossulfato de sddio, previamente padronizada com iodato/iodeto de potassio,
utilizando solugéo de amido como indicador. As equagbes 13 e 14 mostram as reacgbes
que ocorrem (SKOOG et al., 2006).

Br, + 2Kl — I, + 2 KBr (equacéo 13)

|2 +2 N328203 — Na28406 + 2 Nal (equagéo 14)
As solugbes padronizadas, necessarias para o monitoramento dos fendis

foram armazenadas em frascos ambar de volumes adequados, fechados com batoque

plastico e mantidas sob refrigeragéo a 4°C por no maximo por sete dias. Quando se fez

necessario, novas solugdes foram preparadas e padronizadas, para realizagdo dos

procedimentos subseqtientes.
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5.5. MONITORAMENTO DA CONCENTRAGCAO DOS FENOIS

Os espectros na regido do UV-VIS foram obtidos num espectrofotdmetro
Shimadzu modelo UV — 2401PC do Laboratério de Processos e Projetos Ambientais —
LABPPAM do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana — UFPR,
empregando uma cela de quartzo com caminho ético de 1,0 cm.

Para monitorar a concentragdo dos fendis utilizou-se dois métodos analiticos
por espectroscopia de absor¢do na regido do UV-VIS. No primeiro procedimento o
controle se deu em comprimento de onda (L) fixo de 270 nm (fenol e o-cresol) e 277 nm
(p-cresol). Nestes valores de A foram preparadas curvas analiticas em ftriplicatas, em
meio de CaCl, 0,01 mol L™, na faixa de concentracao entre 5,00 e 80,0 mg L para cada
composto fendlico.

O segundo método é baseado no procedimento descrito no Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, 1995) no qual os fendis
reagem com a 4-AAP 1,0 g L, na presenca de um agente oxidante como o Ks[Fe(CN)g]
em concentracéo de 8,0 g L' em pH 7,9 + 0,2 ajustado com solugdo tamp&o de fosfato
em concentragdo 0,50 mol L. O produto vermelho intenso formado tem sua absorgéo
medida em A de 510 nm, tipicamente na faixa de concentracdo de fendis variando de
1,00 a 5,00 mg L. Neste trabalho foi utilizada uma faixa de concentragao para a

construgao das curvas no intervalo de 0,50 a 8,00 mg L.

5.6. TESTES DE SORGAO EM BATELADA

Para realizar os ensaios em batelada a massa de solo foi estimada de acordo
com a norma OECD (OECD 106, 2000). Foi pesada uma massa de 1,0000 g (+ 0,0001 g)
de solo que foi transferida para dez frascos ambar com capacidade de 60 mL. No frasco
rotulado como amostra 1 (Tabela 4) foi adicionado, com o auxilio de bureta, o volume de
30,00 mL de solugéo CaCl, 0,01 mol L’ para servir como prova em branco. Nos demais
frascos, volumes crescentes de solugédo estoque de fenol foram diluidos em solugéo de

CaCl, 0,01 mol L, obtendo-se as concentragdes de fenol mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Concentragdes de fenol utilizadas no ensaio em batelada

fenol (mg L")

amostras

1°teste* 2°teste 3°teste
1 0,00 0,00 0,00
2 4,85 0,32 2,50
3 9,70 0,65 5,00
4 19,40 1,29 10,0
5 38,80 2,60 50,0
6 97,0 16,16 200,0
7 194,0 32,33 410,3
8 485,0 161,7 820,7
9 970,0 323,3 -
10 - 808,3 -

*teste: refere-se a cada faixa de concentracdo de fenol avaliada neste estudo.

Os frascos foram acondicionados em caixa de isopor e adaptados a um
agitador orbital de bancada, operando a 170 oscilagdes min” durante 48 horas. Apos
esse periodo as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm e as concentragbes
remanescentes nas fases sobrenadantes, foram determinadas pelo método da 4-AAP em
comprimento de onda de 510 nm, utilizando-se aliquotas compativeis com a curva

analitica previamente estabelecida de acordo com o subitem 5.5.

5.7. ISOTERMAS DE SORCAO

Procedimento similar ao subitem 5.6 foi efetuado; contudo, as amostras de
solo foram mantidas em contato com as solugbes, sob agitagéo por 24 h. Na sequéncia, o
pH das suspensbes foi determinado, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm
durante 20 minutos, sendo realizada filtracdo a vacuo em membrana de nitrato de
celulose 0,45 um. Aliquotas adequadas de cada amostra foram retiradas e diluidas para
100,0 mL, sendo determinadas as concentrac¢des de fenol por meio da técnica da 4-AAP.
As isotermas foram obtidas, comparando-se a concentragdo de fenol adsorvido por
grama de solo (mg g”') versus a concentragdo em equilibrio na solugédo sobrenadante
(SITE, 2001).

Visando investigar eventuais duvidas nos resultados obtidos para as
isotermas, foi obtido um extrato de solo de forma semelhante ao item anterior, porém na
auséncia de fenol. Foram adicionados volumes de solugdo de fenol suficiente para

proporcionar as concentracdes de 10,00; 30,00 e 60,00 mg L', ao extrato e em solucéo
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de CaCl, em concentragdo de 0,01 mol L', sendo em seguida os extratos analisados

pelo método da 4-AAP e avaliados os percentuais de recuperacao.

5.8. ENSAIOS DO TEMPO CONTATO ENTRE SOLO E SOLUGCAO CONTENDO
FENOIS

Massas de 5,0000 g + 0,0001 g de solo foram colocadas em 4 frascos de 200
mL com 150,0 mL de solugéo de fenol a 50,00 mg L' em meio de CaCl, 0,01 mol L. Os
frascos foram fechados com batoque plastico, colocados em uma caixa de isopor e
mantidos sob agitacdo de 170 ciclos min™ por 72 horas. Durante esse periodo de tempo,
retirava-se aliquota de 5,00 mL de cada frasco, as quais eram centrifugadas a 3500 rpm.
Analogamente, era preparada prova em branco na auséncia de fenol. Aliquotas
convenientes eram retiradas e analisadas pelo método da 4-AAP. Ensaios similares
foram realizados para o-cresol e p-cresol, porém com maiores tempos de contato, até 96

horas. Todas as determinag¢des foram realizadas em ftriplicata.

5.9. ENSAIOS PARA A ESTERILIZACAO DO SOLO

Nesta etapa foram realizados trés experimentos distintos na tentativa de
esterilizar e inibir a atividade microbiana no solo, bem como de se certificar com relagédo a
ocorréncia do processo de degradacdo microbiana. Primeiramente, um ensaio em
triplicata foi realizado por método quimico de inibi¢do, utilizando solu¢do de HgCl, em
concentragéo de 100 mg L™ (VIOTTI, 2005). Um segundo ensaio, também em triplicata,
foi conduzido com solo na presenga de NaN; a 1% (m/v) (TREVORS, 1996). Um ultimo
método de esterilizagdo foi por meio fisico, empregando processo de autoclavagem do

solo e dos materiais utilizados no teste.

5.9.1. Ensaios com Cloreto de Mercurio (I1)

Para este ensaio utilizou-se seis frascos ambar de 200 mL, conforme segue:
. Dois frascos que serviram como controle, nos quais nao foi adicionado solo, ambos
com 150,0 mL de solugéo de fenol em concentragdo de 50,0 mg L' em meio CaCl, 0,01
mol L, porém um deles com a presenca de solugdo de HgCl, a 100 mg L. Estes
serviram para avaliar o efeito de volatilizagdo ou degradagéo quimica das espécies
fendlicas;
° Dois frascos utilizados como prova em branco contendo, em um deles, uma massa

de 5,0000 £ 0,0001 g de solo e 150,0 mL de solugdo de CaCl, 0,01 mol L e no outro
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frasco, a mesma massa de solo e 150,0 mL de solugdao HgCl, a 100 mg L' em meio de
CaCl, 0,01 mol L™;

° Dois frascos contendo uma massa de 5,0000 + 0,0001 g de solo, 150,0 mL de
solucdo de fenol a 50,0 mg L™" em meio de CaCl, 0,01 mol L', sendo que em um deles foi

adicionado solucdo de HgCl, proporcionando concentragdo de 100 mg L™.

Os frascos contendo as suspensdes foram fechados com batoque plastico,
colocados em caixa de isopor e mantidos sob agitacdo de 170 ciclos min” por 10 dias.
Durante esse periodo aliquotas de 4,00 mL das suspensdes eram retiradas,
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e tinham a concentracédo de fenol determinada
por meio de espectrofotometria de absor¢cdo na regido do UV em A fixo de 270 nm.
Quando o fenol n&o era detectado nos sobrenadantes a solugdo mae era fortificada com
uma nova injeg¢édo de solugao de fenol, proporcionando concentragéo proxima a 50,0 mg
L.

Experimentos analogos foram realizados para o-cresol e p-cresol, sendo que

foram preparadas séries em triplicata para as amostras que nao continham HgCl..

5.9.2. Ensaios com Azida Soédica

Nos ensaios com solugédo de NaN; foram empregados também seis frascos
ambar de 200 mL valendo-se das mesmas condi¢des do item 4.9.1., no entanto, foi
utilizada solugéo de NaN; com concentragéo de 1% (m/v) em meio de CaCl, 0,01 mol L
como agente inibidor da atividade microbiana.

Os ensaios de degradagéo também foram realizados para o-cresol e p-cresol

seguindo as mesmas condigdes do item 4.9.1 com amostras preparadas em triplicata.

5.9.3. Ensaio com solo autoclavado

Visando maiores evidéncias no processo de degradacdo dos fendis, na
presenca do solo, foi realizado processo de autoclavagem do mesmo. Para isso quatro
frascos ambar de 200 mL contendo 5,0000 + 0,0001 g de solo foram fechados com
algodao e submetidos a autoclave por 30 min a 120 °C por trés vezes consecutivas
(TREVORS, 1996). Na seqliéncia, em cada um dos recipientes foi transferido 150,0 mL
de solugéo de CaCl, 0,01 mol L', com auxilio de uma bureta previamente limpa com
solugéo de hipoclorito de sédio. Esses frascos foram utilizados como prova em branco.

Em trés frascos foram colocadas solugbdes de fenol, o-cresol e p-cresol

individualmente, em concentragao de 50,0 mg L""em meio de CaCl, 0,01 mol L. Deve-se
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ressaltar, que cuidados com a contaminac&o do solo por microrganismos apés a abertura
dos frascos foram levados em conta.

Procedeu-se com a limpeza da vidraria e dos materiais com solugéo de alcool
70 %, a solugéo de CaCl, foi preparada com H,0 deionizada fervida por 1 hora antes do
experimento. Etapas do preparo do ensaio, como abertura dos frascos e transferéncia

dos liquidos foram realizadas préximas a chama do bico de Bunsen.

5.10. ENSAIOS DE DESSORGAO

Para os ensaios de dessorgcédo, foram preparadas amostras em triplicata
separadamente para cada espécie fendlica estudada. Em cada frasco foi adicionada uma
massa de 1,0000 + 0,0001 g de solo, 30,00 mL de solucéo fendlica a 50,0 mg L em
meio de CaCl, em concentragdo de 0,01 mol L. As suspensdes foram deixadas em
agitagéo por 96 h visando verificar o consumo das espécies fendlicas. Em seguida os
frascos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min e uma aliquota do sobrenadante de
25,00 mL foi retirada e analisada conforme subitem 4.5.

Ao residuo solido, foi adicionado 25,00 mL de solugdo NaOH em
concentragéo 0,10 mol L' (CRESPIN et al., 1999) em meio de CaCl, 0,01 mol L™. As
solugdes foram agitadas por 1 h, a 170 oscilagdes min', centrifugadas e os
sobrenadantes foram retirados sendo adicionado 0,35 mL de HCI concentrado,
proporcionando pH préximo de 2. A suspensdo formada, foi centrifugada e as fases
sobrenadantes analisadas pelo método da 4-AAP (subitem 4.5). Um procedimento
analogo foi empregado para o-cresol e p-cresol, este Ultimo monitorado apenas em 277
nm, em fungdo de n&o haver reagdo com a 4-AAP.

No intuito de verificar se havia influéncia das substancias humicas no arraste
dos compostos fendlicos apds a adigédo de HCI, foram realizados dois testes: No primeiro
(teste preliminar) foi adicionada solugdo de fenol em concentracdo de 8,00 mg L™ no
extrato de solo alcalino, seguido da adicdo de HCI. A suspenséo foi centrifugada para
remover o acido humico e a concentragcao de fenol foi determinada pelo método da 4-
AAP e comparada com prova em branco.

O segundo teste foi conduzido com o objetivo de investigar a influéncia de AH
e AF em solugéo na determinacao dos fendis pelo método da 4-AAP. Para isso foi obtido
volume adequado de extrato de solo, ausente de fendis, utilizando como solugao
extratora NaOH (0,10 mol L'1). A este extrato duas aliquotas de 25,00 mL foram
separadas, sendo na primeira adicionado separadamente fenol em concentragéo de 1,00;
3,00 e 6,00 mg L'1), HCI concentrado, centrifugado e o sobrenadante determinado pelo

método da 4-AAP. Na segunda aliquota foi adicionado inicialmente HCI, sendo os AH
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precipitados e separados por centrifugagdo, obtendo-se sobrenadante, onde foi
adicionado fenol (1,00; 3,00 e 6,00 mg L'1) determinado novamente pela 4-AAP.
Adicionalmente a prova em branco foi testada, considerando os dois procedimentos

avaliados.

5.11. INSTRUMENTACAO UTILIZADA NA ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

Para as determinagbes por FIA, foi empregado um espectrofotometro da
marca FEMTO modelo 700 PLUS na regido do ultravioleta (UV), para as determinagbes
de p-cresol, ou na regido do visivel (VIS) para as determinagdes de fenol e o-cresol. A
cela de fluxo utilizada foi da marca Hellma, em quartzo, com 1,0 cm de caminho ético.
Para monitorar o sistema por FIA, foi utilizado o Programa FEMTO FemWin670, versdo
1.2. Utilizou-se como sistema de propulsdo, uma bomba peristaltica da marca ISMATEC
modelo 78016-30 com controle de velocidade, sendo as injecbes efetuadas utilizando
valvula de acrilico produzida no Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de S&o Paulo (CENA-USP). Para a conducdo das solucdes, foi utilizada
tubulacédo de Teflon, polietiieno e Tygon® com didmetros internos (d.i.) de 0,8 mm. A
construgdo da alga de amostragem com volume interno de 400 uL e a bobina de reagao

de comprimento de 60 cm por 0,8 mm de d.i. foi feita em tubulac&o de polietileno.

5.12. OTIMIZACAO DO SISTEMA EM FLUXO

Antes das determinagdes utilizando o sistema em fluxo serem realizadas uma
série de fatores foram avaliados quanto a configuragéo e otimizacdo do sistema. Como
varios parametros podem alterar o desempenho da técnica, foi estudada a influéncia da
vazao da solugdo transportadora, confluéncia dos reagentes, comprimento da bobina de
reagdo e volume interno da alga de amostragem. Para isso foi realizado o monitoramento
da absorbéancia maxima do complexo obtido a partir de uma solugéo de fenol a 1,00 mg L
' reagindo com a 4-AAP em fluxo.

Apébs a definicdo de quais fatores eram mais relevantes ao desempenho do
sistema, foi empregado um planejamento fatorial do tipo 2° visando a selegdo das
condigbes que ofereciam os maiores incrementos de absorbancia. Foram utilizados os
fatores, i) pH da solugdo de ferricianeto de potassio, i) volume interno da al¢a de
amostragem e i) volume interno da bobina de reagdo para a realizagdo de oito

experimentos. Aos parametros que tiveram os efeitos com maiores valores, foram
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atribuidos sinal positivo e aqueles com menores valores, sinal negativo. A Tabela 6

mostra todas as combinagdes entre os niveis de cada fator dos oito ensaios.

TABELA 6 — Combinagdes possiveis entre os niveis de cada fator utilizado no

planejamento fatorial 2°

Ensaio Alca de pH da Volume Interno da
amostragem (jL) sol. Ks[Fe(CN)g] bobina de reagéo (uL)
1 200 - 6,2 - 150 -
2 200 - 6,2 - 300 +
3 200 - 11,0 + 150 -
4 200 - 11,0 + 300 +
5 400 + 6,2 - 150 -
6 400 + 6,2 - 300 +
7 400 + 11,0 + 150 -
8 400 + 11,0 + 300 +

5.13. DETERMINAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR FIA

Dois métodos foram dirigidos as determinagbes em fluxo, sendo um para a
quantificagdo dos compostos fenol e o-cresol em extratos de solo, e o segundo destinado
a p-cresol nos mesmos extratos. Considerando o primeiro procedimento, foram
preparados padrées analiticos de fenol e o-cresol no intervalo de 0,50 a 16,00 mg L™ que
eram colocados no sistema em fluxo, reagiam com a 4-AAP formando os complexos que
tinham a sua absorgéo detectada em A de 510 nm, conforme o diagrama do sistema

mostrado na Figura 11.
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Figura 11 — Configuragéo otimizada do sistema utilizado nas determinacdes feitas por
FIA sendo que T representa a solugao transportadora (H,O deionizada), R1 o reagente
Ks[Fe(CN)s] em pH 11, R2 o reagente 4-AAP 1,0 g L' em meio tamponado (pH 10,0 +
0,2) obtido por meio de tampéo contendo H3;BO,, KOH e NaHCOj;.Tubulagbes de
polietileno com d.i de 0,8 mm, bobina de reagcdo com 60 cm de comprimento, al¢ca de
amostragem com volume interno de 400 pL.

A solucéo transportadora T foi agua deionizada. O reagente R1 foi preparado
pela dissolugdo de 1,000 g de 4-AAP em 1000,0 mL de solugdo tampédo, a qual foi
preparada em concentracdo de 5,2 g L' de NaHCO;, 5,8 g L de Hi;BO; e 6,2 g L™ de
KOH em agua deionizada. O pH de R1 foi entdo ajustado cuidadosamente a 10,0 = 0,2
com adicdo de solugdo de KOH 0,1 mol L™ ou HCI 0,1 mol L". O reagente R2 -
Ks[Fe(CN)e] foi preparado em concentracdo 0,2 % (m/v) em agua deionizada sendo seu
pH ajustado a 11 com NaOH 1,0 mol L (FRENZEL et al., 1992; LUPETTI et al., 2004).

No segundo método, as absorbancias de p-cresol dos padrbes e amostras
foram obtidas diretamente na regido do UV, em A de 277 nm, sem qualquer reagdo em

fluxo conforme Figura 10, contudo, sem a necessidade do uso da bobina de reacéo.

5.14. ENSAIOS DE RECUPERACAO DE FENOIS EM EXTRATOS DE SOLO

Nesta etapa foram empregados trés ensaios de recuperacgao distintos:

) O primeiro foi baseado na adicdo de aliquotas dos fendis separadamente em
extratos puro de solo (sem adigdo anterior de fendis). Esse ensaio recebeu a
denominagao de RESP;

o No segundo teste, foi realizada a fortificagdo dos compostos em extratos que
continham os fendis, e que sofreram processo de biodegradacgéo, estes foram
nomeados como RESB;

o O terceiro foi destinado a quantificagéo das espécies fendlicas nos extratos que se

esperava ocorrer a dessorcao das substancias (RESD).
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5.14.1. Ensaios de recuperagdo em extratos puro de solo (RESP)

A recuperacgao do fenol e cresois foi realizada com a adigdo, separadamente,
de fenol, o-cresol e p-cresol em extratos de solo puro, os quais foram obtidos deixando-
se trés frascos contendo 5,0000 = 0,0001g de solo em contato com 150,0 mL de solugéo
CaCl, 0,01 mol L™ por 96 horas. Decorrido o tempo necessario, foi feita centrifugacéo a
3000 rpm por 10 minutos sendo que os sobrenadantes de cada frasco foram misturados
obtendo-se em torno de 450 mL de extrato de solo. A esse extrato, em volumes
adequados, foi adicionado individualmente, o fenol e o-cresol em concentracéo de 1,00;
10,00 e 50,00 mg L™ e p-cresol em concentragdo de 10,00 e 50,0 mg L. As solugées
foram agitadas (15 minutos) e analisadas em seguida pelo método APHA/VIS e UV e por
FIA/VIS e FIA/UV.

5.14.2. Ensaios de recuperagdo em extratos apds processo de biodegradacdo (RESB)

Neste experimento foram utilizados os extratos de solo nos quais,
anteriormente, havia fenol ou creséis e que sofreram processo de degradagdo. Para tal,
utilizou-se frascos de 60 mL contendo 1,0000 g de solo em 30,00 mL de solugéo CacCl,
0,01 mol L, aos quais foram adicionados fendis individualmente em concentragdo de
50,0 mg L. Apds o tempo necessario para ocorrer a degradacéo de todos os compostos
(96 horas) estes eram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos, separando-se 25,00 mL
de cada um extratos sendo que o residuo (sélido) de solo foi utilizado na terceira parte do
experimento (subitem 4.14.3). Aos extratos obtidos, foram adicionadas aliquotas
adequadas das solugdes estoque de fenol e o-cresol a fim de proporcionar concentragéo
de 1,00, 10,00 e 50,00 mg L' as quais tinham imediatamente a concentracao
determinada pelo método APHA/VIS e por FIA/VIS. O composto p-cresol foi determinado
por método espectrofotométrico em A de 277 nm (UV) e por FIA/UV em concentragdes de
10,00 e 50,0 mg L.

5.14.3. Ensaios de recuperagéo utilizando solucdo de NaOH 0,10 mol L' (RESD)

Aos residuos sélidos obtidos no item 4.14.2. foi adicionado um volume de
25,00 mL de solugdo de NaOH 0,10 mol L' em meio de CaCl, 0,01 mol L. Estas
amostras foram agitadas a 170 oscilagdes min™ por 1 hora, centrifugadas separando-se
as fases liquidas. A estas fases sobrenadantes, foram adicionadas aliquotas,
separadamente, dos fenois proporcionando concentragdo de 1,00 mg L™ para fenol e o-
cresol e 5,36 mg L™ para o p-cresol. Os sobrenadantes foram agitados por 5 minutos,

sendo adicionado 0,35 mL de HCI concentrado para proporcionar pH ao redor de 2,
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visando a precipitacdo dos acidos humicos, os quais foram separados por centrifugacao.
Os sobrenadantes foram analisados pelo método oficial APHA/VIS e por FIA/VIS. O
composto p-cresol foi determinado por método espectrofotométrico em A fixo de 277 nm
(UV) quanto por FIA/UV. Todos os ensaios descritos neste item e nos anteriores foram

realizados em ftriplicatas.

5.13. INFLUENCI@ DE SILICATOS SOLUVEJS NA QUANTIFICACAO DE p-CRESOL
APOS DESSORCAO DO SOLO COM SOLUGCAO DE NaOH

A solugédo de NaOH 0,10 mol L™ além de acidos huimicos extrai silicatos que
sdo soluveis na faixa de pH (basico) e podem causar incremento de absorbancia na
regido do UV mascarando a medida correta dos compostos nesta faixa, especialmente
para o p-cresol. Nesse sentido, foi testada a influéncia dos silicatos extraidos nas
determinagbes de p-cresol. Foi transferida uma massa de 1,0000 £ 0,0001 g de silica
cromatogréafica e 30,00 mL de solugéo de p-cresol a 10,00 mg L™ em meio de NaOH em
concentracao 0,10 mol L™ e de CaCl, 0,01 mol L. As amostras foram agitadas durante
uma hora e em seguida tiveram suas absorbancias lidas em 277 nm contra uma prova

em branco preparada nas mesmas condi¢des.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA AMOSTRA DE SOLO

6.1.1. Determinagbes potenciométricas de pH

As suspensdes de solo apresentaram pH 4,45 £ 0,01 (T = 24C) determinado
em agua destilada e 4,50 + 0,01 em solugédo de CaCl, em concentragdo 0,01 mol L,
Estes valores de pH indicam que esta amostra de solo é classificada como &cida (IBGE,
2007). A acidez dos solos é explicada devido a presenca de ions AI** em solugéo que
reagem com agua formando hidréxidos (SPOSITO, 1989) conforme a equagéo 15, além

do fato do CO; ser sollvel em agua e da presenca de acidos humico e acido falvico.

AP )+ 3H0 (o S AI(OH);3 ) + 3H" ) (equagéo 15)
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Como a sorgdo dos compostos fendlicos também esta relacionada com a
presencga de cargas na superficie dos argilominerais, estes valores de pH indicam que os
prétons fracamente ligados a estrutura das argilas contribuem para a acidez e favorecem
sorgao pela geragao de cargas fracas em sua superficie. Por outro lado, em pH menores
que 7,0 compostos fendlicos geralmente se encontram em sua forma protonada, sendo
mais hidrofébicos, o que favorece processos de sor¢do na matéria organica do solo
(COSTA et al., 2002).

6.1.2. Teor de cinzas

Determinou-se o teor de cinzas da amostra de solo em triplicata, sendo obtido
o resultado médio de 80,21 % + 0,04 indicando 19,79% de MO na amostra. Todavia, esse
valor é muito superior aqueles documentados na literatura (MCBRIDE, 1994) para solos,
que relata teores maximos de 5%. Atribui-se essa diferenca a perda de hidroxidos na
forma de vapor de agua da estrutura cristalina dos argilominerais causando diferenca
significativa na massa. Essa hipétese é corroborada, pelo fato do solo sob investigacao
apresentar caracteristicas de solo argiloso, conforme relatado adiante no subitem 5.1.4.
No entanto esse método se trata de uma estimativa da MO, pois outras variaveis podem
influenciar na determinagdo, como compostos orgénicos volateis, C proveniente de
carbonatos (PAGE et al., 1982) e 4gua de adsorgdo na superficie de argilominerais. Em
etapas futuras do trabalho poderia ser estudada a possibilidade de analise
Termogravimétrica (TG) para maiores esclarecimentos em relagdo a estimativa da

quantidade matéria organica na amostra de solo.

6.1.3. Analise Elementar

Um caminho alternativo para determinagdo do teor de matéria organica,
consiste na analise elementar para a determinagéo dos teores de C, H e N. Os valores
meédios (%) para cada um dos elementos, obtidos pela média de quatro determinagbes
foram: C=3,7120,3;H=22+0,2e N=0,10 £ 0,02. De acordo com a literatura (PAGE
et al.,, 1982; STEVENSON, 1994; MCBRIDE, 1994), a partir do teor de carbono, pode-se
obter o valor de estimativa de matéria organica, multiplicando-se o valor obtido por 1,724
(solos de clima temperado), o que proporciona obter um valor estimado de 6,4% de
matéria organica. Embora esse valor seja superior aquele mencionado pela literatura
(MCBRIDE, 1994) de no maximo 5%, € mais coerente frente ao teor de quase 20%,
obtido indiretamente pelo teor de cinzas. Esse valor elevado de matéria orgénica sugere
que o solo estudado possui caracteristicas propicias para a sor¢do de compostos

organicos, cujos valores de log Kow sejam mais elevados, como € o caso de poluentes
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como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e bifenilas policloradas, cujos valores de
log Kow se situam proximos de 4 a 6. Em nosso caso os trés compostos fendlicos
estudados apresentam valores entre de log Kow entre 1,5 e 2,0, valores que sao
indicativos de baixa afinidade com matrizes ricas em matéria organica (ROOSE E
BRINKMAN, 2005), como é o caso do solo sob investigacao.

Cabe explicar que determinar a quantidade de MO no solo nédo ¢é tarefa facil,
pois métodos como a queima da MO por via umida (Dicromato de potassio) ou seca
(mulfa) estdo sujeitos a erros, ora pela combustdo incompleta ou por estimar C
proveniente de fontes inorganicas, como minerais carbonatados, presentes em alguns
solos. Devido a dificuldade para determinar o C organico no solo, alternativamente a
quantidade de C pode ser estimada utilizando um fator de correcdo que varia de 1,724 a
2,0 sendo que essa faixa é relativa a uma média de C oriundo da MO. O valor pode variar
de acordo com tipo de solo e é recomendado ser determinado experimentalmente para
cada solo avaliado (PAGE et al., 1982).

6.1.4. Granulometria e textura da amostra de solo

O solo utilizado nos experimentos teve sua textura determinada de acordo
com o método da pipeta (EMBRAPA, 1997), que fornece percentuais das fracbes de
areia (0,05 a 2 mm), silte (0,002 a 0,05 a mm) e argila (menor que 0,002 mm).

A amostra de solo estudada apresentou constituicdo de 2,6% de areia, 31,1%
de silte e 62,3% de argila. Para determinacdo da textura foi utilizado o diagrama
mostrado na Figura 6 na revisdo bibliografica.

Quando os valores percentuais sdo colocados no diagrama da Figura 6,
observou-se que a intersec¢ao das concentragbes se dava na regidao de argila, sendo
classificado como argiloso (EMBRAPA, 1997).

O fato da amostra de solo ser argilosa é um indicio interessante, pois devido
a grande area superficial de argilominerais (MELO E AZEVEDO, 1997) fendmenos de
adsorgdo podem ser favorecidos desde que as argilas e os fendis tenham caracteristicas
favoraveis a interagdo, por exemplo, cargas elétricas decorrentes da substituicdo

isomorfica em argilas do tipo 2:1.
6.1.5. Analise por Fluorescéncia de raios X (FRX)
A andlise por fluorescéncia de raios X mostra os teores de elementos

quimicos na amostra em termos percentuais de seus 6xidos. No entanto, vale ressaltar

que neste tipo de técnica o que se observa sao as absor¢des de radiagao caracteristicas
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de cada elemento quimico. Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidos dos dez

principais elementos na forma de 6xidos, determinados para a amostra de solo estudada.

Tabela 7 — Teores dos dez 6xidos principais determinados na amostra

OXidO S|02 AI203 Fezos T|02 CaO MgO Na20 Kzo MnO P205

Teor (%) 34,08 2742 1291 155 023 0,71 004 085 0,04 0,25

Os teores obtidos na Tabela 6 mostram boa concordéncia com valores
obtidos para solos semelhantes, em estudo conduzido por Nascimento e Fontes, (2004)
com latossolos vermelhos distréficos. No entanto, a FRX ndo mostra que tipos de
argilominerais estdo presentes, o que & importante neste estudo, visando tentar elucidar
qual a forma de interagdo dos mesmos com os compostos fendlicos, sendo necessaria a
caracterizacéo por Difracdo de raios X. Por outro lado, a FRX prové o fornecimento de
informagbes para auxiliar a identificacdo mais segura e rapida dos argilominerais por

Difragc&o de raios X.

6.1.6. Anélise por Difragdo de raios X (DRX)

As analises de DRX no solo foram conduzidas de acordo com o procedimento
descrito em materiais e métodos (item )primeiramente na amostra sem tratamento
(ldmina 1) e também apds tratamento em mulfa em temperatura de 550 T (lamina 2) e
com adicao de etileno glicol (ldmina 3). O difratograma obtido para a primeira analise,
mostrou muita sobreposicdo de picos, devido aos altos teores de quartzo que esta
presente na fracdo arenosa do solo o que acabou mascarando os picos dos demais
compostos. Para minimizar o efeito do quartzo, e investigar a presenca de argilominerais
no segundo ensaio apenas a fracao argila foi submetida a andlise (ldminas 2 e 3) . O

difratograma obtido nesse ensaio é apresentado na Figura 12.
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Figura 12 — DRX da amostra de solo com tratamento. M-Cl (Montmorilonita-clorita); K
(Caulinita); G (Gibsita); | (llita); Q (quartzo); A (Anatasio); GO (Goetita).

Apesar de o tratamento minimizar o efeito do quartzo na identificacdo dos
argilominerais no difratograma da Figura 12 observa-se o pico em 27°, este indicativo da
presenca de quartzo, que mostra uma intensidade grande que acaba sobrepondo outros
argilominerais presentes. Contudo, através de ensaios com a fracdo argila do solo
seguido do tratamento com etileno glicol, mufla, auxilio do banco de dados do software e
literatura (MOORE e REYNOLDS Jr., 1997) é possivel identificar boa parte dos minerais
que estdo presentes (ALBERS, 2002).

Para identificagdo dos picos correspondentes é realizadp um comparativos
entre as trés varreduras realizadas nas laminas testadas. O procedimento de
aquecimento tem o objetivo de investigar a perda de estruturas cristalinas de alguns
argilominerais, por exemplo, a caulinta, que é visualizada no difratrograma pelo
deslocamento de picos de difragdo caractéristico. Efeito similar pode ser utilizado para a
explicagdo do uso do etileno glicol (ETG), que neste caso a molécula de ETG tende a
ocupar espacgos entre as estruturas de argilas do tipo 2:1, aumentanto o espagamento
basal o que desloca o pico de absorgdo no difratrograma (MOORE e REYNOLDS Jr.,
1997). Com base nesses tratamentos a Tabela 8 mostra algumas fases minerais

identificadas no solo.
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Tabela 8 — Algumas fases minerais identificadas na amostra de solo por DRX

Composto Férmula Quimica Posigéao (26)
Quartzo SiO, 20,8; 26,6; 36,5
Gibsita Al(OH)3 18,6; 20,2; 37,6
Caulinita AlLSi;05(0OH), 12,1; 18,9;19,9; 24,6
Anatasio TiO, 25,3

llita 2K,03;MgOAl,O5 24Si0,.12H,0 8,7;21,3;21,7
Montmorilonita-clorita Na - Ca-Al-Si;O -0 6,1; 18,3;24,7
Goetita Fe**O(OH) 33,4

O solo mostrou a presencga da caulinita, que € um argilomineral do tipo 1:1.
Neste tipo de mineral a presenca de cargas na superficie € muito pequena em
comparagdo aos do tipo do 2:1 como a Montmorilonita e llita, também identificadas de
acordo com a Figura 12. Segundo Costa et al. (2002) os minerais do tipo 1:1 séo
resultados do intemperismo acentuado, sendo um indicativo de um solo mais antigo, que
nao favorece interacdes eletrostaticas ou fracas em sua superficie. Por outro lado, fases
minerais contendo hidroxilas em suas estruturas, como gibsita e goetita, bem como
moléculas de agua adsorvidas ou absorvidas poderiam favorecer a formagéo de ligagbes
de hidrogénio. No entanto para uma melhor afirmacgéo da possibilidade de sor¢c&o seriam
necessarios estudos para a quantificacédo de cada fase mineral, visto que a DRX né&o

permite quantificar cada uma das espécies encontradas.

6.1.7. Capacidade de Troca Catibnica (CTC)

A amostra de solo apresentou CTC = 31,4 + 0,3 cmol kg”' de solo
(determinagdes realizadas em triplicata), utilizando-se o método de saturacdo da amostra
com ions Na*, e posterior troca com ions NH," (HESSE, 1971). O valor de CTC indica a
capacidade dos solos, argilominerais ou coloides presentes no proéprio solo de efetuar
troca catibnica.

A CTC pode ser classificada como: baixa, menos de 10 cmol kg'1;
moderadamente baixa, 10-20 cmol kg‘1; moderadamente alta, 20-30 cmol kg'1; alta, 30-50
cmol kg™'; e muito alta, mais de 50 cmol kg™. Esta & uma classificagdo aproximada,
podendo ser utilizada como referéncia (FAGERIA, 2004).

Elevadas areas superficiais podem ser significativas no processo de troca
ibnica, em face de uma maior exposi¢édo de sitios de adsor¢géo. Todavia, a distribuigdo de
carga no solo também esta relacionada com a faixa de pH em questao (SPOSITO, 1989).
O valor de CTC obtido estd préoximo daqueles citados na literatura para solos
classificados como latossolos vermelhos (COSTA et al. 2002 e WEBER et al., 2005).
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6.2. ESPECTROS DE ABSORQAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA (UV) DAS
SOLUCOES PADRAO DOS FENOIS

Inicialmente foram obtidos os espectros de absor¢cao de cada composto na
regido do UV para as trés espécies fenolicas estudadas, em concentragao de 50,0 mg L™

diluidas em solugéo de CaCl, 0,01 mol L™, conforme Figura 13.
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Figura 13 — Espectros de absor¢do na regido do UV dos trés compostos fendlicos
estudados (fenol, o-cresol e p-cresol) em concentragdes de 50,00 mg L™ utilizando
solucdo de CaCl, 0,01 mol L™ como solvente.

Os espectros individuais dos compostos mostraram absorgdo na regido do
UV, onde duas bandas de absor¢cado para ambas as espécies s&o vistas. Na primeira
banda em A de 210 nm os compostos apresentaram absorgdes intensas, caracteristicas
de sistemas aromaticos (SILVERSTEIN et al., 1991) Ja na regido de 270 nm uma
segunda banda de absorg¢do foi localizada para fenol e o-cresol, sofrendo pequeno
deslocamento em 277 nm para o composto p-cresol.

Inicialmente foi avaliada a possibilidade de determinar a concentragéo de
fenol de forma direta, empregando a absorgéo na regido do ultravioleta em A igual a 210
nm ou 270 nm. A regido em 210 nm mostrou maior absortividade molar (g), sendo,
portanto, mais adequada para a elaboragéo das curvas analiticas, e para a quantificagdo
das espécies fenodlicas em decorréncia de propiciar menores valores de limite de
quantificagdo (LQ). Todavia, conforme abordado a seguir, algumas limitagbes foram

observadas, 0 que requereu a busca por outros métodos.
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6.3. TESTE COM SOLO NA PRESENCA DE AGUA DEIONIZADA, SOLUCAO DE CaCl,
E FENOL

Até esse ponto, havia sido estudado o fenol em meio CaCl, e em agua, porém
na presencga de solo devido a um tempo de contato prolongado esperava-se a dessorcao
de alguns compostos do solo, como coléides, minerais e matéria organica ( basicamente
acidos humicos, fulvicos e huminas). Acontece que a presenga destas substancias nas
suspensdes poderia vir a atuar como interferentes nas determinagées dos fendis, devido
a sobreposicao espectral na regidao do UV. Em vista disso se fez necessario um estudo
visando avaliar o comportamento de uma dada massa de solo em contato com volume
definido de solugéo na presenca de agua deionizada, solugéo de CaCl, 0,01 mol L™, fenol
em agua deionizada e um branco da solu¢do de CaCl, utilizada. Na Figura 14 podemos
observar os espectros de absor¢cdo na regido do UV dos extratos de solo apds serem
centrifugados e filtrados em membrana de nitrato de celulose com abertura de poro de
0,45 ym.

1.6 -

1.4 4

1.2+ Sol. de CaCl, 0,01 mol L + 1,000 g de solo
] —_— HZO deionizada + 1,000 g de solo

1.0 4
] Solugéo de Fenol 10,00 mg L’

0.8+ Solugéo de CaCl, 0,01 mol L™

Absorbancia

0.6+

0.4+

0.2+

0.0

I v I v I v I v I v I v !
200 220 240 260 280 300 320
Comprimento de onda (nm)

Figura 14 — Espectros de absorcdo na regido do UV das solugdes de fenol em agua
deionizada em concentracdo de 10,00 mg L™, agua deionizada deixada em contato com
1,0000 g de solo por 24 horas, solugéo de CaCl, 0,01 mol L pura e mantida em contato
com 1,0000 g de solo por 24 horas.

A Figura 14 mostra que ocorre absorgéo na regido compreendida entre 190 a
250 nm. E possivel notar que a solucdo de CaCl, absorve na regido de 190 a 200 nm, a

solugdo que foi obtida com 1,000 g de solo que foi mantida em agitacdo por 24 horas
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mostrou absorbéancia na regido 190 a 230 nm. Constata-se também que para o solo em
contato com ambas as solugbes, ocorrem a dessorgdo de compostos, possivelmente
matéria organica (KHAN e ANJANEYULU, 2005). Observa-se ainda que estes compostos
extraidos do solo absorvam coincidentemente na mesma faixa de absor¢cao de uma das
bandas de absorg¢édo da solugdo de fenol padréo, portanto o problema da sobreposigédo
espectral neste caso, acaba inviabilizando a quantificagdo do composto nesta regido. No
entanto, o fenol apresenta uma banda de menor intensidade em 270 nm, na qual ndo
ocorre sobreposicdo espectral e desta maneira a regido no A de 270 nm foi escolhida
para a quantificacdo do fenol nos experimentos utilizando o método espectrofotométrico
na regido do UV. Por outro lado, com base no conceito de solidos suspensos, particulas
com tamanhos menores que 0,45 uym podem permear a membrana e dar sinal de
espalhamento da luz. Neste caso o procedimento de adicdo de padrédo pode ser utilizado
visando minimizar efeitos da matriz. E importante ressaltar, que esse estudo nao foi
realizado em vista dos resultados de recuperagcédo obtidos que serdo mostrados na
sequéncia (item 6.6).

Cabe salientar que o teste apresentado na Figura 14 n&o foi conduzido para
o-cresol e p-cresol, com base na grande similaridade entre os espectros de absor¢éo dos
trés compostos investigados, em especial na regido de 270 nm, de acordo com a Figura
13.

6.4. ESPECTROS DE ABSORCAO DAS ESPECIES FENOLICAS E CURVAS
ANALITICAS

Em vista da presenca de interferentes, absorvendo radiacédo eletromagnética
na regido do UV na mesma regido que os compostos fendlicos, optou-se pela segunda
banda de absorgcédo das espécies nos comprimentos de onda 270 a 277 nm. Porém a
absortividade molar de todos os compostos estudados se mostrou inferior em relagao as
bandas em 210 nm, o que diminui a sensibilidade do método.

Um método que propicia menores valores de LQ é interessante do ponto de
vista ambiental, ja que a diminuigdo dos LQ tem como objetivo se igualar aos valores
estipulados na legislacdo, embora ndo hajam informagbes estabelecidas para solos.
Apesar disso, decidiu-se extrapolar os valores de concentragédo na faixa de 5,00 a 80,00
mg L™ para fenol e o-cresol e de 5,00 a 50,00 mg L™ para o p-cresol. Os espectros dos
padrdées analiticos dos trés compostos foram registrados em triplicata. Todavia, é
mostrado apenas um espectro de cada concentracdo para cada uma das espécies
estudadas de acordo com as Figuras 15, 16 e 17, para as solug¢des de fenol, o-cresol e p-

cresol, respectivamente.
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Figura 15 — Espectros de absorg¢ao na regido do UV dos padrdes de fenol utilizados para
a obtenc¢ao da curva analitica em concentra¢gées de 5,00, 10,00, 20,00, 40,00 e 80,00 mg
L™ em solugéo de CaCl, 0,01 mol L™.
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Figura 16 — Espectros de absorgéo na regido do UV dos padrées de o-cresol utilizados
para a obtengcdo da curva analitica em concentra¢cdes de 5,00, 10,00, 20,00, 40,00 e
80,00 mg L™ em solugado de CaCl, 0,01 mol L™.
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Figura 17 — Espectros de absor¢édo na regido do UV dos padrées de p-cresol utilizados
para a obtencdo da curva analitica em concentra¢cdes de 5,00, 10,00, 20,00, 40,00 e
50,00 mg L™ em solugao de CaCl, 0,01 mol L™.

Os espectros dos trés compostos, fenol (Figura 15), o-cresol (Figura 16) e p-
cresol (Figura 17) mostraram semelhangas no que diz respeito a forma da banda de
absorcado, no entanto o fenol apresentou maior absortividade molar em relagédo ao o-
cresol, enquanto o p-cresol calculado em 277 nm, apresentou maior valor de
absortividade molar, do que os outros dois compostos, conforme evidenciado pelo
valores de absorbancia, de acordo com a Figura 13. No que diz respeito as absorbancias
foi observado, que para os dois compostos, variaram na faixa de 0,050 a 1,200 unidades
estando abaixo e acima dos valores considerados como adequados pela literatura que é
entre 0,200 e 0,800 unidade de absorbancia (SKOOG et al., 2006). Por outro lado, em
vista dos espectros terem sido realizados em ftriplicata, foram observados baixos valores
dos desvios padréo das leituras em 270 nm o que indica, que apesar da extrapolacdo, os
padrées medidos mostraram dados como boa repetitividade. Com os sinais de
absorbancia obtidos, foram construidas as curvas analiticas, que sdo mostradas na
Figura 18, onde cada ponto simboliza as médias das absorbancias realizadas em
triplicata, juntamente com barras de desvio padrdo. A Tabela 9 lista os pardmetros de
mérito obtidos através da regressao linear das curvas analiticas, limites de quantificacao
calculados de acordo com Skoog et al. (2006) e coeficientes de correlagdo para os trés

compostos.
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Figura 18 - Curvas analiticas obtidas a partir das absorbancias maximas nos
comprimentos de onda 270 nm dos padrdes de fenol, o-cresol e 277 nm para o p-cresol.
As barras de desvio padrao sio referentes a ensaio em ftriplicata.

Tabela 9 — Parametros de mérito obtidos para os compostos fendlicos obtidos a partir

dos espectros dos padrbes de calibragao na regiao do UV.

Composto Faixa (mgL") Intercepto Inclinagdo LQ (mglL™) r?
fenol 5,00-80,00 -0,004+0,002 0,013 0,001 0,31 0,9990
o-cresol 5,00-50,00 -0,004+0,003 0,012+ 0,001 0,28 0,9995
p-cresol 5,00-80,00 -0,005+0,003 0,015+ 0,001 0,40 0,9996

De acordo com a Figura 18 e com a Tabela 8, constatou-se que as curvas
analiticas obtidas mostraram boa linearidade, com bons coeficientes de correlagao,
porém, com faixas de concentragdo aquém do que seria mais apropriado para atender
estudos de carater ambiental. Os valores de intercepto sdo muito proximos de zero,
sugerindo ndo haver tendéncia de desvio da Lei de Lambert-Beer, pela utilizacdo de
concentragdes até 50,00 mg L™ (p-cresol) ou 80,00 mg L™ (fenol e o-cresol). Os valores
de inclinagcdo obtidos denotam uma melhor sensibilidade para o p-cresol, todavia, um
maior valor de LQ foi constatado para esse composto. Isso ocorreu devido ao maior valor
médio de desvio padrdo observado para a prova em branco, para esse composto, visto
que o valor de LQ foi estabelecido com base em (10 x valor médio do desvio padrdo do

branco) / inclinagdo da curva analitica (SKOOG et al., 2006). Os valores médios de

56



desvio padrdo das provas em branco de cada um dos compostos foram obtidos pela
realizagcdo de dez provas diferentes.

Embora os valores de LQ indicassem que poderia se trabalhar com padrbes
em concentragdo inicial da ordem de 0,50 mg L' optou-se pela investigagdo de
procedimentos alternativos, sendo entdo estudada a possibilidade de implementar o
método da 4-aminoantipirina (4-AAP), a qual consiste de um método padrdo para
quantificacdo de fendis totais em aguas (APHA, 1995). A justificativa para o uso de outro
meétodo se baseia na possibilidade desse método da 4-AAP ter certa seletivade a alguns
compostos fendlicos, o que interessante neste estudo envolvendo matriz de grande
heterogeneidade como o solo. Na Figura 19 s&do apresentados os espectros coletados
dos compostos gerados a partir da reagdo dos padrdes de calibracdo com 4-AAP,
preparados na faixa de concentragdo de 0,50 a 8,00 mg L™, neste caso para a espécie

fenol.
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Figura 19 — Espectros de absorgéo na regido do visivel dos compostos formados a partir
das solugdes padrédo de fenol em concentragdes de 0,50, 1,00, 2,00, 4,00 e 8,00 mg L
apos reagdo com 4-AAP exibindo absorbéncia maxima no A de 510 nm.

Na Figura 19 pode-se analisar que o composto formado, apds a reagcdo com
4-AAP, absorve luz em A maximo de 510 nm, o que é concordante com o método
relatado pela literatura. Esse método emprega a faixa de concentracéo de fenol que ira

reagir com a 4-AAP variando de 1,00 a 5,00 mg L, no entanto em vista da possibilidade
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de se trabalhar com uma faixa mais ampla de concentragdo, como nas curvas
construidas na regido do UV, foram estudadas concentrag¢des variando de 0,50 a 8,00 mg
L™ de fenol, fornecendo sinais de absorbancias que foram reproduzidas nos demais
ensaios (triplicata) no intervalo de 0,100 a 1,150 unidades de absorbancia.

Para o-cresol foi testada a mesma faixa de concentragdo dos padrdes de
calibracéo, sendo que os espectros de absorcdo dos compostos gerados, apos a reagao

com a 4-AAP s&o mostrados na Figura 20.
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Figura 20 — Espectros de absorc¢do na regido do visivel das solugbes padrao de o-cresol
em concentragbes de 0,50, 1,00, 2,00, 4,00 e 8,00 mg L' apoés reagdo com 4-AAP
mostrando absorbancia maxima no comprimento de onda 510 nm.

Os espectros de absor¢ao na regido de 425 a 625 nm dos compostos
formados apds a reagdo com 4-AAP e o-cresol mostraram novamente absorbancia
maxima em 510 nm, no entanto valores menores de ¢ foram obtidos, em comparagéo
com o fenol, sendo que as absorbancias médias obtidas no intervalo foram de 0,070 a
1,000 unidades. De posse dos dados de absorbancia médios obtidos em comprimento de
onda de 510 nm (média de trés determinag¢des), conforme Figuras 19 e 20, foram

construidas as curvas analiticas que sdo mostradas na Figura 21.
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Figura 21 — Curva analitica obtida a partir das absorbancias maximas no comprimento de
onda 510 nm dos padrbes de o-cresol apos reagao com 4-AAP contra a concentragéo de
cada padréo variando na faixa de 0,50 a 8,00 mg L™

De acordo com as curvas analiticas pode ser verificado que o método da 4-
AAP na regido do visivel propicia obter baixos valores de desvio padrdo para os dois
compostos, bem como boa correlagdo entre os pontos. A Tabela 10 resume os
parametros de mérito obtidos para os dois compostos sendo os limites de quantificacao
obtidos de acordo com Skoog ef al. (2006). A principio, ndo foram observadas diferencas
significativas nos valores de LQ para os dois compostos. Todavia, deve-se ressaltar que
na regido do UV, o sinal observado para o primeiro ponto da curva analitica para o-cresol
em concentragéo de 5,00 mg L™ foi em torno de 0,050 unidades de absorbancia (Figura
18), sugerindo um sinal extremamente baixo para 0,50 mg L™, ao passo que pelo método
da 4-AAP, o primeiro padrao utilizado foi de 0,50 mg L™, exibindo um sinal médio ao redor
de 0,070 unidades de absorbancia (Figura 21). Isso levou a concluir que seria melhor
utilizar o método da 4-AAP para ambos compostos. Outro aspecto importante é que para
os dois compostos foram constatados valores dos coeficientes lineares préximos a zero,
sugerindo nao haver a tendéncia de desvio da Lei de Lambert-Beer. Entretanto, deve ser
destacado que a solugdo em maior concentracdo da curva obtida para o-cresol (8,00 mg
L), mostrou uma tendéncia sistematica de desvio da linearidade, mantendo, porém, um

bom valor de coeficiente de correlagéo, assim como verificado para o fenol.
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Tabela 10 — Parametros de mérito obtidos para os compostos fendlicos obtidos a partir

dos espectros dos padrbes de calibragao na regido do visivel pelo método da 4-AAP.

Composto Faixa (mgL™) Intercepto Inclinagao LQ(mgL")
fenol 0,50 — 8,00 0,020 +0,010 0,138+0,001 0,42 0,9993
o-cresol 0,50 — 8,00 -0,023+0,001 0,123 +0,001 0,42 0,9995

Apesar do método empregando a 4-AAP ser tedioso, tem a vantagem de ser
mais seletivo a compostos fendlicos. Entretanto, esse método nédo é aplicavel a p-cresol,
e assim, na quantificacdo desse composto, utilizou-se a regido do UV em 277 nm.

Dessa forma, partiu-se para a execugdo dos experimentos de adsorcao

envolvendo a amostra de solo na presenca dos trés compostos fendlicos separadamente.

6.5. ENSAIOS EM BATELADA PARA SORGAO DE FENOL NA AMOSTRA DE SOLO

Nos ensaios em batelada foi estudada inicialmente a capacidade do solo em
sorver o fenol. Para isso, uma relagdo de solo e volume de solucdo foi mantida dentro de
padrdes estabelecidos (OECD, 2000) visando o melhor aproveitamento da quantidade de
amostra de solo, ou seja, a relagdo utilizada foi 1,0000 £ 0,0001 g em 30,00 mL de
solugéo de CaCl, 0,01 mol L', sendo essa solugdo também recomendada na norma para
testes em batelada preparados na presenca de solo.

Uma vez definida a proporgéo solo/solugédo adotou-se preliminarmente um
periodo de 24 h de tempo de contato para agitagéo, concentragdes conforme Tabela 4 do

subitem 4.6., obtendo-se perfil conforme mostra a Figura 22.
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Figura 22 — Percentual de remocéo de fenol em fungcédo das concentragbes iniciais de
fenol (mg L™"). Condigbes: massa de solo de 1,0000 g em 30,00 mL de solugdo de CaCl,
0,01 mol L™ e concentracdes iniciais de fenol de acordo com a Tabela 4. Tempo de
cont1ato de 24 h em temperatura de 25 = 3T com agitacdo constante de 170 oscilagcbes
min™.

A Figura 22 mostra que o percentual de fenol removido tende a ser total nas
concentracdes iniciais dos primeiros pontos dos trés ensaios realizados que vao até em
torno de 50,0 mg L. Os pontos iniciais de cada curva proporcionaram valores de
absorbancia inferiores ao sinal do menor ponto da curva analitica, portanto foram
estimados. Nos demais pontos a % de remocdo tende a diminuir com o aumento da
concentragdo de fenol. De modo geral, as trés faixas estudadas mostraram
comportamento semelhante, porém com discrepancias nas determinacdes dos pontos
com concentragbes mais elevadas sugerindo, possivelmente que outros processos
poderiam estar atuando em paralelo. Dentre esses, pode-se citar: /) tempo insuficiente
para ocorrer o equilibrio aparente entre o adsorbato e adsorvente; i) o método
empregado na determinacdo das concentragdes ndo estava adequado ao tipo de matriz
(extrato de solo); iii) ocorréncia de degradagéo quimica ou biolégica do fenol ao longo do
experimento. Além disso, deve-se considerar a grande heterogeneidade do material
(solo) somados a erros indeterminados como possivel causador da baixa repetitibilidade.
Partiu-se entdo para checar se a recuperagcdo do método analitico estava sendo

adequada, empregando o procedimento da 4-AAP.

61



6.6. ENSAIOS DE RECUPERAGAO DE FENOL EM EXTRATOS DE SOLO

O método de determinagéo de fendis totais (APHA, 1995) é especifico para
quantificagdo em aguas, no entanto, devido a presenga da matéria orgénica (MO) e
coldides extraidos nas suspensdes de solo, cogitou-se a possibilidade desses atuarem
como interferentes no procedimento que emprega a reagdo com a 4-AAP. Para investigar
tal suposicao, foi feito um ensaio de recuperacéo de fenol em solugdo CaCl, 0,01 mol L™
e nos extratos de solo. Para isso foi obtido previamente extratos aquoso do solo estudado
sem adicdo de compostos fendlicos. Neste procedimento foram preparados 3 frascos
individuais contendo cada um 1,0000 g (+ 0,1 mg) de solo em 30,00 mL de solugéo de
CaCl, 0,01 mol L. Estes permaneceram em agitacdo por 24 horas, apés centrifugagéo
(2500 rpm por 10 min) os sobrenadantes obtidos (25,00 mL) receberam adi¢do de
solugdo de fenol na faixa de 10,00 a 60,00 mg L. Além disso, para determinagéo
também foi utilizado o método espectrofotométrico direto, sendo feita as leituras em A de

270 nm. Os resultados obtidos sdo mostrados no grafico de barras da Figura 23.
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Figura 23 — Grafico de barras mostrando a recuperagdao de fenol em concentragdes
adicionadas de 10,00, 30,00 e 60,00 mg L' em amostras contendo solugédo de CacCl, 0,01
mol L™ e extrato de solo. As barras de desvio sdo referentes a determinacdes em
triplicata pelo método da 4-AAP.

A Figura 23 mostra que o método escolhido para as determinag¢des de fenol
em solugdo se mostrou apropriado em vista dos bons valores de recuperacéo e baixos

desvios. Este teste foi interessante, pois foi um indicativo que o método da 4-AAP tem
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certa especificidade para fenol sofrendo relativamente pouca interferéncia da MO e
coldides dessorvidos do solo. Além disso, os baixos valores dos desvios descartam a
possibilidade de flutuagbes muito alta das concentragbes determinadas, sugerindo que
outro processo ocorre em paralelo, causando a incoeréncia de pontos com as curvas
observadas na Figura 22. Em relacdo as determinagdes conduzidas pelo método
espectrofotométrico direto, os desvios observados foram proximos ou menores ao
meétodo da 4-AAP. Deste modo, passou-se a uma proxima etapa, na qual foi estudado o
tempo de contato ideal para ocorrer o aparente equilibrio entre o0 adsorbato e adsorvente

para a continuidade dos estudos de sorgéo.

6.7. ENSAIOS DO TEMPO DE CONTATO

Visando investigar o tempo necessario para ocorrer o equilibrio aparente entre o
adsorbato e o adsorvente, foram realizados ensaios nos quais se monitorava a
concentracao dos trés compostos em intervalos regulares de tempo. Os compostos foram
estudados separadamente, sendo retiradas aliquotas das suspensbes de solo, sendo as
mesmas centrifugadas, filtradas e as concentragcdes remanescentes determinadas pelo
método previamente estabelecido na regido do UV. Os resultados obtidos para os trés

compostos estudados s&o mostrados na Figura 24.
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Figura 24 — Ensaio do tempo de contato para as trés espécies fendlicas. (a) suspenséo
de fenol; (b) suspensido de o-cresol; (c) suspensdo de p-cresol. Nos trés casos, as
concentragdes de cada composto foi de 50 mg L™ em 5,0 g de solo, com volume final de
150,0 mL, na presenca de solugéo de CaCl, 0,01 mol L™, sob agitacdo constante de 170
osculagdes min” e T = 24 + 3T. Os pontos abaixo do LQ representam valores
estimados.

Apoés 48 horas de tempo de contato, ndo foi mais possivel detectar fenol, o
que foi constatado para os demais compostos que mostraram comportamento
semelhante, por outro lado, apresentaram maiores tempos de contato até n&o serem
mais detectados empregando as curvas analiticas obtidas na regido do UV (Figura 18).
Foram realizados 11 ensaios semelhantes para fenol, sob mesmas condi¢cbes
experimentais, e todos mostraram os mesmos perfis de comportamento, sendo a
hip6tese de que um processo de adsorgdo ocorria com equilibrio aparente a partir de 48
horas para fenol, estando abaixo da possibilidade de quantificar. Isso também pode ser
verificado para o-cresol e p-cresol, para os tempos aproximados de 72 h e 120 h,
respectivamente. Por outro lado esses dois Ultimos compostos mostraram patamares
bem delineados até cerca de 24 h e 72 h, respectivamente, o que poderia ter levado a
inferir que havia sido atingido o tempo de equilibrio aparente. Nos trés casos poderia se
concluir que a adsorcdo estava sendo completa, em torno de 100% de remocao.
Entretanto, deve-se salientar que os valores de constantes de particdo octanol-agua (log
Kow) para fenol, o-cresol e p-cresol sdo, respectivamente, 1,5; 2,0 e 1,9, enquanto as
solubilidades (g L") em agua est&o por volta de 67; 26 e 22, para a mesma ordem dos
compostos anteriormente mencionada (IPCS, 1996), o que sugere que poderia haver

uma maior tendéncia dos compostos permanecerem na fase aquosa. Portanto, nao
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seriam adsorvidos, em especial pela matéria organica do solo, o que gerou o
levantamento de uma segunda hipo6tese. Poderia estar ocorrendo um processo paralelo
frente a adsorgéo, ou seja, degradagédo quimica ou biolégica, embora a amostra de solo
tivesse sido seca e mantida em dessecador. Para avaliar essas possibilidades foram
utilizados trés ensaios para verificar a possivel biodegradacdo dos compostos e um
quarto ensaio para investigar se ocorre dessorcdo dos compostos que supostamente

teriam sido recém incorporados a amostra de solo.

6.8. ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO

Foram realizados esses experimentos com o objetivo de avaliar se os
compostos fendlicos em contato com o solo, por um periodo de tempo semelhante aos
que haviam sido estudados anteriormente, sofriam algum processo de biodegradagéo ou
volatilizagcdo. A literatura (TREVORS, 1996) cita uma série de métodos que podem ser
utilizados na inibigdo e ou esterilizagdo do solo. Nesta etapa foram escolhidos trés
métodos, dois deles que sdo por via quimica com o uso de agentes inibidores como o
HgCl, e NaN; e o ultimo, se trata do processo no qual o solo é autoclavado. Cabe
informar, que os pontos mostrados nas Figuras 25, 26 e 27, evidenciam o valor médio de
trés experimentos. Contudo, as barras de desvios ndao foram apresentadas por
dificultarem uma melhor visualizagdo grafica, sendo que a variagdo observada nao foi
muito significativa, sendo na maioria dos casos inferior a 10%.

Os resultados obtidos para o composto fenol a partir de ensaios em triplicata
com concentragéo 50,0 mg L™ em contato com solo por durante 10 dias frente a outra
amostra nas mesmas condi¢des, porém na presenca de HgCl, e NaN; sdo mostrados na
Figura 25.
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Figura 25 — Ensaio de inibigdo da biodegradagéo de fenol. (a) fenol e solo; (b) fenol, solo
e solugdo de HgCl, 100,0 mg L™; (c) fenol, solo e solucdo de NaN; 1% (m/v). Condigées:
Concentragao de fenol inicial = 50,00 mg L™, bem como as trés fortificagdes efetuadas;
meio idnico de CaCl, em concentracdo 0,01 mol L™; massa de solo = 5,0000 g; volume
final = 150,0 mL; agitacdo constante de 170 oscilagbes min', T =24 + 3C. Cada ponto
representado no grafico corresponde a média de trés experimentos.

E possivel notar que inicialmente a suspenséo contendo HgCl,, ao longo de
10 dias de monitoramento, ndo mostrou redugdo na concentracdo de partida de fenol
mostrando que os efeitos de adsorgdo e volatilizagdo sdo pouco pronunciados nestas
amostras. Concomitantemente, as suspensdes contendo fenol em NaN3; mostraram perfil
semelhante ao HgCl,, no entanto observou-se queda na concentragédo de fenol em
relagcdo ao adicionado inicialmente. Isto sugere a possibilidade de adsorc¢ao de fenol pelo
solo em torno de 20%, quando utilizada azida s6dica como agente inibidor. Poderia estar
havendo uma influéncia da azida no sentido de facilitar um processo de adsorcdo de
fenol no solo. Infere-se também que este efeito de adsor¢do ndo é significativo na
presenca de HgCl,, que poderia de alguma maneira bloquear os sitios de adsor¢géo do
solo impedindo o fenol de interagir. Por outro lado, na suspensdo na qual ndo foi
adicionado inibidor, observa-se que o fenol ndo é mais detectado em solugéo apo6s 48
horas de contato nas condi¢des experimentais estudadas. Ainda foi testada a capacidade
do solo em degradar uma nova quantidade de fenol na solugdo (fortificacdo 1).

Novamente, notou-se que o composto ndo foi detectado na suspensado apés 72 horas.
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Uma segunda fortificagdo de fenol foi efetuada (fortificagdo 2) sendo observado mesmo
tempo para ocorrer a degradagéo e na ultima injecao (fortificagdo 3) em 48 horas tinha-se
praticamente 50 % de degradagéo constatada. A degradacdo do fenol apds as novas
injecdes foi considerada um forte indicativo da ocorréncia de degradagdo do composto
frente ao processo de adsorgéo. Os ensaios realizados para os compostos o-cresol e p-
cresol em condi¢cbes semelhantes sdo mostrados nas Figuras 26 e 27.
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Figura 26 — Ensaio de inibigdo da biodegradacéo de o-cresol. (a) o-cresol e solo; (b) o-
cresol, solo e solugdo de HgCl, 100,0 mg L (c) o-cresol, solo e solugdo de NaN3 1%
(m/v). Condi¢des: Concentragdo de o-cresol inicial = 50,00 mg L™, bem como as trés
fortificacBes efetuadas; meio ibnico de CaCl, em concentracdo 0,01 mol L": massa de
solo = 5,0000 g; volume final = 150,0 mL; agitacéo constante de 170 oscilagdes min™, T =
24 t+ 3T. Cada ponto representado no grafico corres ponde a média de ftrés
experimentos.

Conforme Figura 26, a suspensdo contendo inibidor HgCl, também nao
apresentou variagdo significativa na concentragdo inicial, no entanto foi observada
diferenca em relag&o ao fenol, sendo que houve ligeira diminui¢do de concentracdo do o-
cresol estabilizando em torno de 43,0 mg L. Em relagdo ao ensaio com NaNj; percebe-
se que a adsorgao ocorre de maneira rapida e tende estabilizar em média de 42,0 mg L
que se aproxima do valor da concentragdo medida nas suspensdes contendo mercurio.
Ja para as condicdes avaliadas a suspens&o sem inibidor e com o-cresol a partir de trés
dias mostra uma possivel degradacdo do mesmo. Quando feita uma nova injegcéo

(fortificagdo 1) em concentragdo proxima a inicial observa-se degradagdo ou que o
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composto ndo é mais detectado em 5 dias. A partir da segunda fortificagéo (fortificagéo 2)
os resultados indicaram degradagdo de 50% da quantidade inicial adicionada.
Diferentemente do ensaio anterior com fenol o o-cresol parece interagir mais fracamente
com o solo isso favorece um tempo de residéncia no solo menor e conseqiientemente ha
menor disponibilidade para ocorrer degradagao tornado-a mais lenta, o que é evidenciado
pelo maior tempo de degradacéo observado.
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Figura 27 — Ensaio de inibicdo da biodegradacdo de p-cresol. (a) p-cresol e solo; (b) p-
cresol, solo e solugdo de HgCl, 100,0 mg L™; (c) p-cresol, solo e solugdo de NaN; 1%
(m/v). Condigdes: Concentragdo de p-cresol inicial = 50,00 mg L, bem como as trés
fortificagdes efetuadas; meio ibnico de CaCl, em concentragéo 0,01 mol L": massa de
solo = 5,0000 g; volume final = 150,0 mL; agitacéo constante de 170 oscilagdes min!, T =

24 + 3TC. Cada ponto representado no grafico corresponde a média de ftrés
experimentos.

No teste referente ao p-cresol parece haver um maior tempo para ocorrer o
processo de degradacgdo, ao redor de quatro dias de tempo de contato. Para a primeira
adicdo de p-cresol foi observado tempo de degradacgéo de trés dias, ao passo que para a
segunda adi¢do, quatro dias foram requeridos para total degradacdo. As suspensobes
contendo os inibidores HgCl, e NaN; também mostraram diminuicdo na concentracéo de
partida a qual se manteve constante ao longo de 10 dias. Tendo em vista que depois de
um dia, a concentragdo variou muito pouco devido a perdas por volatilizagdo, neste caso
tem-se um indicativo de um processo de adsorcdo de p-cresol na amostra estudada

quando o efeito da degradagdo microbiana € inibido. Ainda em comparagao aos demais
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compostos o p-cresol parece ter a menor interagdo com o solo, sendo sua degradacao
nao favorecida cineticamente.

E importante salientar, que embora ndo mostrados, os espectros obtidos na
regiao do ultravioleta ndo apresentaram sinais de absor¢cédo, o que sugere ndo haver a
presenca de compostos intermediarios com caracteristicas de absor¢cdo nessa regido.
Seria adequada a utilizagdo de uma técnica de separagdo, com valores de LQ
compativeis visando uma investigagcdo mais minuciosa das espécies citadas.

A degradacao de fenol e m-cresol foi estudada por Saravanan et al. (2008)
utilizando culturas bacterianas enriquecidas e aclimatadas por um més (Pseudomonas
sp.). Os autores observaram degradagédo completa em tratamentos de 20 a 40 horas, em
condi¢cbes otimizadas (pH, temperatura e nutrientes). Ja Viggiani e coloboradores em
2006 estudaram a degradacdo de fenol também por culturas de pseudomonas e
sugeriram a geracdo de intermédiarios de indicam a formac&o de catecol, seguida de
abertura de anel e formacdo de acido 2-hidroximuconico e semialdeido. Estudo
semelhante sobre os intermédiarios de degradacgéo de fenol foi recentemente publicado
(NAIR et al. 2008) mostrando a proposta de uma rota de dedradagéo de fenol indicando

coerencia com os resultados obtidos por VIGGIANI et al. (2006).

6.9. ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO COM SOLO AUTOCLAVADO

Os ensaios utilizando inibicdo ou esterilizacdo de solo por via quimica séo
interessantes devido a praticidade e eficiéncia no que se propbde. No entanto a interagédo
desses com o solo podem interferir no estudo de sorgéo, ja que os inibidores podem se
ligar aos sitios ativos de adsorg¢&o ou reagir com a espécie em estudo (SITE, 2001). Com
base nisso, foi realizado um ensaio com solo submetido a processo de autoclave que é o
método de esterilizagdo que promove as menores modificagdes na amostra. Neste
processo foram mantidas as mesmas condi¢gdes dos experimentos realizados nos itens
anteriores, sendo realizados testes em duplicata, com os resultados obtidos mostrados

na Figura 28.
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Figura 28 — Ensaio de inibigdo da atividade microbiana no solo submetido a processo de
autoclave por 3 vezes durante 30 min na presenca das trés espécies fendlicas. Massa de
solo utilizada de 5,0000 g em 150,0 mL de CaCl, 0,01 mol L' com fenois estudados
individualmente em concentracdo de 50,00 mg L™, agitagdo constante de 170 oscilagdes
min' e T = 24 + 3C ao longo de um periodo de 10 dias. C ada ponto no grafico
representa a média de dois experimentos.

Os compostos, fenol e o-cresol, apresentaram degradagéo ao longo do dez
dias de monitoramento, mostrando ainda que no sétimo dia a degradagé&o estabilizou em
torno de 8,0 mg L™ para o fenol e 23,0 mg L™ para o o-cresol. A suspens&o contendo p-
cresol mostrou decaimento da concentragcdo ate o quarto dia que na sequéncia do
experimento, no quinto dia, mostrou aumento da concentragédo. O comportamento téo
distinto dos compostos é explicado tendo em vista a natureza com que foram realizadas
as determinagdes diarias. Essas eram feitas duas vezes ao dia, retirando-se aliquotas de
4,00 mL de cada frasco, ce\ntrifugando e analisando o sobrenadante na regido do UV.
Acontece que o processo de autoclave esteriliza o solo, porém enquanto este néo seja
inoculado ou contaminado novamente com microrganismos. Como varias aliquotas foram
retiradas das amostras, a possibilidade de contaminacéo biolégica é grande apesar de
todos os cuidados inerentes a isso serem seguidos quando se inseria as ponteiras de
pipeta, limpeza e fechamento dos frascos. Isso é reforgado pelos desvios apresentados
na Figura 28, principalmente apés metade do inicio dos experimentos, sugerindo haver a
referida contaminagdo. Seria interessante o uso de cdmara de exaustdo e atmosfera
inerte para resultados livre de contaminagao bioldégica seguindo com extremo cuidado no

preparo das solugdes utilizadas. Por outro lado, a questao relativa a heterogeneidade do
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material estudado, neste caso o solo e o0 método de autoclave podem influenciar na
determinagédo dos compostos, pois a autoclave pode modificar as caracteristicas fisico-
quimicas do solo. De acordo com Shaw e coloboradores (1999) o processo de autoclave
pode favorecer a liberagdo de matéria organica soluvel, proveniente de material humico
ou biomassa morta. Os autores ainda relatam que o pH de solos argilosos pode modificar
em fungdo da liberacdo de maior quantidade de acidos orgénicos fracos, porém essa
alteragdo deve variar conforme e capacidade tamponante de cada solo (SHAW et al.,
1999).

6.10. ENSAIOS DE DESSORGCAO DE FENOL

Na Figura 29 é mostrado o ensaio em ftriplicata de dessor¢ao de fenol, o-
cresol e p-cresol originario de um experimento contendo 1,0000 g de solo na presenca de
50,0 mg L™ dos compostos fendlicos, separadamente, os quais foram mantidos 96 horas
sob agitacdo. Cabe ressaltar que os esses estudos foram conduzidos visando investigar
a possibilidade de sorgdo e dessorcdo dos compostos fendlicos frente a outros
processos, por exemplo, degradacgéo bioldgica.

Apbs o tempo de contato foi realizada leitura da absorbancia em 270 nm e
277 nm dos sobrenadantes. Verificou-se que os compostos ndo eram mais detectados no
limite de quantificacdo da curva analitica. Isso levou a pressupor que os compostos
estariam adsorvidos no solo e deveriam ser dessorvidos.

A fase solida foi submetida a uma extragdo com NaOH 0,10 mol L, que
proporciona recuperagdo quantitativa de compostos fendlicos em amostras de solo
(CRESPIN et al.,, 1999). O efeito do NaOH em solugéo tende a deixar os compostos
desprotonados na forma de ions fenolatos, que s&o hidrofilicos. Para fenol e o-cresol
empregou-se 0 método da 4-AAP, ao passo que para o p-cresol utilizou-se a

determinagédo em A de 277nm.
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Figura 29 — Ensaio de dessorgéo de fenol; o-cresol; e p-cresol. Condigbes: 1,0000 g +
0,0001 g de solo em 30,00 mL de solugéo na presenca de CaCl, 0,01 mol L. Agitagao
constante de 170 oscilagées min™ durante 1 h, na presenga de NaOH 0,10 mol L. Os
ensaios foram realizados em ftriplicata.

Na Figura 29 observa-se que para os trés compostos as absorbancias
registradas em ftriplicata mostram valores médios de -0,002 a 0,003, ou seja todos abaixo
do limites de quantificagdo das curvas analiticas, reforcando que os compostos n&o estédo
mais presentes em solug¢do e adsorvidos no solo. Alguns valores de desvio se mostraram
altos, porém em decorréncia das medidas que praticamente podem ser consideradas
ruido instrumental da técnica.

Cogitou-se que na extragdo com solugao de NaOH além dos fendis seriam
também extraidas substancias humicas do solo, pois em procedimentos de extracdo de
substancias humicas de sedimentos também é empregada soluc&o de hidréxido de sédio
(IHSS, 2008). Durante a condugéo dos experimentos, foi observado nos extratos de solo,
obtidos usando solugdo de NaOH, aspecto turvo com cor castanha-amarelada, indicativo
de matéria organica (SPOSITO, 1989), sendo necesssario procedimento para
precipitacdo dos acidos humicos em solugdo. Cabe explicar que a etapa de precipitagdo
foi necessaria, em vista da forte absor¢cédo na regido do UV-VIS da M.O. que poderia
sobrepor a banda de absor¢cédo dos fendis e causar interferéncia na determinagdo dos
compostos pelo método da 4-AAP e espectrofotométrico direto. Acontece que as
moléculas de acidos humicos (AH) que compdem parte da M.O. s&o macromoléculas
com area superficial consideravel, estas poderiam interagir com os fenois e arrasta-los

durante a etapa de precipitagéo. Para verificar essa influéncia foi realizado ensaio no qual
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foi adicionado fenol a extratos de solo que continham as solugdes dos fendis que foram

degradados anteriormente. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 30.
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Figura 30 — Ensaio de dessorgéo de fenol no solo utilizando solu¢gdo de NaOH 0,10 mol
L™ e posterior determinagéo com 4-AAP em 510 nm. Condigdes: 1,0000 g + 0,0001 g de
solo em 30,00 mL de solugao na presenca de CaCl, 0,01 mol L. Agitacao durante 1 h na
presenca de solugdo de NaOH 0,10 mol L. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

Na Figura 30 nota-se que na solugdo na qual foi adicionado 8,00 mg L de
fenol, mostrou absorbancia em 510 nm caracteristica da reagdo com 4-AAP, enquanto os
demais ensaios mostraram n&o haver a presenga de absorgcédo caracteristica nessa
regido. Dessa forma, constatou-se que n&o havia o arraste de fendis, mensuravel pelo
método, por parte da matéria himica, indicando que ha pouca influéncia nos resultados
de recuperagao dos fenois nos extratos de solo testados e nas condi¢des do estudo.
Embora ndo mostradas as figuras para o-cresol e p-cresol, cabe informar que os
experimentos mostraram resultados semelhantes ao estudo com fenol. Contudo, o ensaio
para o p-cresol utilizou a medida na regido do UV em comprimento de onda 277 nm. Por
outro lado, moléculas de acidos fulvicos que permanecem em solugdo, mesmo apos a
etapa de precipitacdo, geralmente apresentam mais estruturas fendlicas
proporcionalmente aos AH, isto poderia favorecer a interacao dos fendis por ligagdes de

hidrogénio (Huang et al., 2003), sugerindo incremento de erros na determinagdo pelo
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método da 4-AAP. Para isso foi conduzido estudo em extratos de solo visando investigar
a influéncia de AF comparativamente a AH utilizando o método da 4-AAP. Os resultados

obtidos s&o apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Recuperagdes médias para teste de avaliagdo da influéncia de AH e AF na

determinacgéo de fenol pelo método da 4-AAP nos extratos de solo

Fenol adicionado (mg L") AH AF
Rec.* (mg L") Rec.* (mg L")
1,00 0,87 + 0,01 0,77 £ 0,01
3,00 2,65+ 0,01 2,36 £+ 0,04
6,00 4,16 £ 0,01 3,76 £ 0,01

*Recuperagbes médias e desvio padrdo referente a ensaios em triplicata.

Primeiramente os resultados de prova em branco para ambos os
procedimentos nao indicaram a presenca de espécies fendlicas com absor¢do acima do
LQ da técnica. Em relacdo ao teste que considera o efeito de arraste do fenol pela
molécula de AH, observou-se recuperagdes (%) médias variando de 70 + 1 a 86 + 1. No
que se refere aos resultados considerando influéncia do AF, os valores de recuperagbes
(%) médias determinados foi de 62 £+ 1 a 76 £ 2, sugerindo um efeito maior na
determinacéo pelo método da 4-AAP. Esse resultado parece indicar que ha interacdo
favoravel do fenol com AF, que apresentam mais estruturas fendlicas em sua molecula
em relagédo ao acido humico o que poderia propiciar maior afinidade entre fenol-AF. Por
outro lado vale ressaltar que outras variaveis ja citadas anteriormente (heterogeneidade
do material, col6ides e erros indeterminados) podem contribuir para as discrepancias nos

valores de recuperacgéo.

6.11. ADAPTACAO E OTIMIZACAO DO METODO PARA QUANTIFICACAO DE
FENOIS EM EXTRATO DE SOLOS POR FIA

Durante a execugdo dos experimentos para a quantificacdo de espécies
fendlicas, foi utilizado procedimento oficial para a determinagao de fendis totais em aguas
(APHA/VIS), o qual foi adaptado para quantificagcdo em extrato de solo. Tal método é
trabalhoso e demorado. Por exemplo, o tempo para realizagao de 35 determinagdes fica
em torno de 3 a 4 horas, portanto, apresenta baixa freqiiéncia analitica. Além disso, ha
grande consumo de reagentes que s&o caros, geracédo de grandes volumes de rejeitos, o
que nao é interessante do ponto de vista ambiental, além de analiticamente estar sujeito

a erros devido a muitas operagdes analiticas. Assim, foi proposta a implementagéo deste
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método, porém adaptado a FIA, visando determinagao dos compostos fendlicos totais em
extratos de solo.

A literatura relata em diversos trabalhos varios arranjos do sistema em fluxo
para a determinacao de fendis totais pelo método da 4-AAP (FRENZEL e KREKLER,
1995; LUPETTI et al., 2004; GUILARDUCI et al. 2006) O que se observa na maioria dos
trabalhos, sdo pequenas diferengas resultantes das otimizagbes feitas de acordo com a
demanda de cada pesquisa. Segundo Karlberg (1989), em especial para o sistema por
FIA, a melhor maneira de se obter a maxima resposta do detector é otimizando-o de
acordo com a amostra, tipo de determinacéo e os equipamentos disponiveis.

Este estudo foi realizado em duas etapas, sendo que a primeira consistiu de
varios ensaios preliminares de modo univariado com o intuito de aperfeigoar e observar
quais pardmetros, quanto a configuracdo do sistema em fluxo, teriam maior impacto no
incremento da absorbéancia dos fendis apds a reagdo com 4-AAP. Assim na Tabela 12

sao listados os fatores que foram estudados nessa etapa.

Tabela 12 — Parametros testados para otimizacao do sistema em fluxo

Parametro Testado Variagdo Asionm
Vazdo da solugéo_tr_?nsportadora 1%8 ggg?
(mL min™) 2:20 0:091

direto 0,065

Volume interno da bobina de reacgéo ;gg glg;
(ML) 600 0:089

1200 0,092

Alga de amostragem :2588 8832

(uL) 400 0,093

Solugéo Ks[Fe(CN)e] 0,2 % m/v 8’8 8’838
(PH) 11,0 0,090
Tubulagao/d.i. 8’2 8’833

(mm) 0,8 0,082

Os resultados obtidos a partir da Tabela 12 mostram que trés paradmetros séo
significativos no incremento de absorbancia, que sdo: o volume interno da alga de
amostragem, tamanho da bobina de reacdo e pH da solugdo de K;[Fe(CN)s]. Esses
fatores foram escolhidos e estudados por meio de planejamento fatorial 2°. Quanto aos
demais fatores, tiveram preferéncia aqueles que garantiam a maxima economia dos

reagentes e minimizagcao de rejeitos tiveram a preferéncia.
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Dessa forma o planejamento fatorial foi estudado de modo que aqueles
fatores com menores valores foi atribuido sinal negativo e os com maiores efeitos foi

atribuido sinal positivo, como é mostrado na Tabela 13.

Tabela 13 - Niveis inferiores e superiores definidos para o planejamento fatorial 2°

Fatores Efeitos
Nivel (-) Nivel (+)
pH da solugéo de Ki[Fe(CN)g] 6,2 11,0
Volume interno da alga de amostragem (uL) 200 400
Volume interno da bobina de reagéo (uL) 150 300

Os resultados (absorbancias em 510 nm) do planejamento descritos no
subitem 4.12. (materiais e métodos) sdo mostrados na Figura 31, onde as absorbancias
das solugdes apos reagdo com a 4-AAP esbogam o planejamento fatorial representado
em um sistema cartesiano com um eixo para cada fator estudado. Os oito ensaios
realizados para todas as possiveis combinagbes entre os fatores correspondem aos

vértices do cubo.
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Figura 31 - Interpretagdo geométrica do planejamento fatorial aplicado aos resultados
obtidos para oito ensaios

Através do calculo dos efeitos para aos niveis em que as variaveis foram
estudadas observa-se que a mudanca de pH de 6,2 para 11,0 exerce pouca influéncia na
absorbancia do produto da reacdo do fenol com a 4-AAP, pois o efeito (0,007) é proximo

do desvio padrao (0,0024) dos experimentos realizados. A estimativa do desvio padréo
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foi avaliada conforme Barros Neto et al., 2001 que considera a médias das variancias das
amostras, ponderadas pelos respectivos graus de liberdade.

Por outro lado a mudanga da algca de amostragem de 200 para 400 pL teve
um efeito significativo (0,02), obteve-se, em média, um incremento de absorbancia de
0,02, quando se usou a alga de amostragem com maior volume interno.

Quando foi testadas bobinas de reagéo (de 150 para 300 pL) a absorbancia
aumentou, em média, 0,0035 que nao foi significativo. Efeitos de interagdo entre os
fatores também ndo se mostraram significativos.

Algas com maiores volumes foram testadas, no entanto notou-se alargamento
dos picos. Cabe ressaltar que os valores da otimizagc&o ficaram concordantes com as
configuragdes encontradas na literatura (FRENZEL, 1992). A configuracdo final do
sistema depois de otimizado, que foi utilizada em todas as analises por FIA é mostrada

na Figura 11 (materiais e métodos).

6.12. CURVAS ANALITICAS

De posse das condigbes adequadas para a melhor resposta na quantificagao
dos fendis por FIA, passou-se a etapa de construgdo das curvas analiticas de cada
espécie fendlica. Nas Figuras 32 e 33 sdo apresentados os fiagramas obtidos,
respectivamente, para o fenol e o-cresol. Vale destacar que os sinais observados em A
de 510 nm séao referentes aos compostos formados ap6s a reagdo com 4-AAP na faixa

de concentragao de 0,50 a 16,00 mg L.
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Figura 32 — Fiagrama obtido a partir da leitura da absorbancia no A de fixo de 510 nm
dos padrdes de fenol em meio de CaCl, 0,01 mol L' em concentracao 0,50, 1,00, 2,00,
4,00, 8,00 e 16,00 mg L’ apos reagédo com 4-AAP. Condigbes: Grafico obtido a partir de
injecbes em ftriplicata, onde cada pico representa a injecdo de um padréo de calibragéo
preparado separadamente.
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Figura 33 — Fiagrama obtido a partir da leitura da absorbancia em A de 510 nm dos
padroes de o-cresol em meio de CaCl, 0,01 mol L' em concentracdo 0,50, 1,00, 2,00,
4,00, 8,00 e 16,00 mg L™ ap6s reacdo com 4-AAP. Condigées: Grafico obtido a partir de
uma triplicata, onde cada pico representa a injecao de um padrao distinto.
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Na Figuras 32 e 33 sdo mostrados os picos referentes as respostas dos
padrdes de calibragéo de inje¢des feitas em ftriplicata. Inicialmente foram obtidos os picos
dos padrbes na seqiiéncia crescente de concentragdes. Apos a injecao do ultimo ponto
de concentracdo de 16,00 mg L, ao redor de 1320 s para o fenol e 820 s para o o-cresol,
os padrdées foram novamente medidos, porém na seqiUéncia decrescente de
concentragéo iniciando com a amostra de concentragéo 8,00 mg L. Este procedimento
foi realizado com o intuito de mostrar que ndo ocorre contaminagdo entre injecdes
subseqlientes de cada padrédo e também n&o ha anomalias na linha de base.

De posse dos dados obtidos nos fiagramas, foram elaboradas as curvas

analiticas para cada composto, ambas sendo mostradas na Figura 34.

0,8 -
0,7 1
0,6
0,5
1 OH OH

0,4 4 CHs

0,3+

Absorbéncia

0,2

0,1
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concentracéo (mg L™)

Figura 34 — Curvas analiticas com barras de desvio padréo obtida a partir dos dados de
absorcao no comprimento de onda 510 nm dos padrdes de fenol e o-cresol ap6s reagéo
com 4-AAP. Concentragdes variando de 0,50 a 16,00 mg L.

De posse da curva analitica do fenol e observando que houve boa linearidade
com baixos valores de desvio padréo, optou-se pela mesma faixa de concentragéo para o
composto o-cresol variando igualmente de 0,50 a 16,00 mg L™.

As duas curvas mostradas na Figura 34 exibiram perfis lineares, mesmo com
a extrapolagdo da concentragédo do fenol e o-cresol. No entanto, observa-se que o ponto
com concentracdo 16,00 mg L™ se mostra tendencioso a um desvio da relagéo linear.

Contudo, ndo chegou a influénciar significativamente na regressao linear.
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A Figura 35 mostra o fiagrama obtido a partir dos padrbes de calibragao de p-
cresol na faixa de 5,00 a 50,0 mg L™, cuja determinacéo foi efetuada na regido do UV em

A de 277 nm e na Figura 36 € mostrada a curva analitica obtida para o mesmo.

0,4 50,0
OH
40,00 40,00
0,3 1
© CHs
(e 30,00 30,00
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<«
£
S 024
3 20,00 20,00
< ’ ,
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{ 5,00 5,00
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Tempo (s)
Figura 35 — Fiagrama obtido a partir da leitura da absorbancia no comprimento de onda
277 nm dos padrdes de p-cresol em meio de CaCl, 0,01 mol L™ em concentragéo 5,00
10,00, 20,00, 30,00, 40,00 e 50,0 mg L. Condigdes: Gréafico obtido a partir de triplicata,
onde cada pico representa a injecdo de um padrao distinto.
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Figura 36 — Curva analitica com barras de desvio padrao obtida a partir dos dados de

absor¢cdo no comprimento de onda 277 nm dos padrdes de p-cresol. Concentragbes
variando de 5,00 a 50,0 mg L.

De acordo com a curva acima, pode ser verificada boa correlagdo entre os
pontos, bem como pequenos desvios de acordo com as barras mostradas. A Tabela 14
mostra uma comparagéo entre os valores obtidos anteriormente por espectrofotometria
convencional e pelo método adaptado para trabalhar em fluxo, para os trés compostos

estudados.

Tabela 14 — Parametros de mérito obtidos para os compostos fendlicos

i Faixa C LQ 2
Método (mg L) Intercepto Inclinagao (mg L") r
0,009 0,041

3 FIA/VIS 0,50 - 16,00 (£ 0,002) (£0,001) 0,30 0,999
()
= APHANIS 0,50 — 8,00 ?;OOZO” (()_;103301) 0,42 0,999
— 0,045 0,002
% FIA/VIS 0,50 - 16,00 (£ 0,001) (£0,002) 0,26 0,999
S APHAVIS 0,50 — 8,00 22’820% " ?;10280 1 0,42 0,999
— - 0,005 0,015
% FIA/UV 5,00 - 50,0 (£0,003) (£ 0,001) 0,40 0,999
o 0,008 -0,002
& UV 5,00 - 50,0 (£0,001) (£0,001) 0,92 0,999
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A técnica por espectrofotometria empregando FIA quando comparada em
termos de LQ ao método da APHA apresenta valores um pouco inferiores, de acordo com
os resultados mostrados na Tabela 10. Em ambos os casos foram obtidos bons
coeficientes de correlagdo. Os dois métodos s&o direcionados para a determinagéo de
compostos fendlicos em aguas, porém, neste trabalho a matriz na qual se quer
determinar fendis contém uma série de compostos que podem ser dessorvidos, como
colbides, matéria orgénica e acidos humicos. Assim, foram necessarios ensaios para
avaliar o comportamento dos fendis quando determinados pelas duas técnicas em termos

de recuperacdo em extratos de solo.

6.13. ENSAIOS DE RECUPERAGAO EM EXTRATOS DE SOLO PURO (RESP)

A exatiddo do método em batelada (APHA/VIS e UV) adaptada ao sistema
em fluxo foi testada por ensaios de recuperacdo dos trés compostos fendlicos estudados,
individualmente em extratos de solo puro. Os valores de recuperacgéo (%) obtidos para o
fenol, o-cresol e p-cresol, para APHA e FIA, em trés faixas de concentracdo e
recuperagdes médias obtidas nos intervalos de concentragdo de 1,00 a 50,0 mg L7, sdo
mostrados na Figura 37. Para o fenol e o-cresol utilizou-se o método da 4-AAP e para o

p-cresol foi utilizada a determinagao na regido do UV em A de 277 nm.
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Figura 37 — Percentuais de recuperacdo dos compostos fendlicos em extratos de solo.
Os ensaios foram realizados em friplicata.
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De acordo com a Figura 37, para o fenol as recuperag¢des variaram de 95 -
106% empregando o método da APHA/VIS e de 93 — 102% para o método FIA/VIS. As
amostras de o-cresol apresentaram percentagem média de recuperagdo de 98 a 105%
empregando o método APHA/VIS e 92 a 106 % para o método FIA/VIS. O composto p-
cresol apresentou recuperacao utilizando o procedimento convencional em A de 277 nm,
na faixa de 96 — 98 % enquanto para o método em fluxo (FIA/UV) foram obtidos valores
entre 97 e 110%. De modo geral, esses valores sdo bons, permitindo obter respostas
apropriadas e aparentemente n&o foi demonstrada uma tendéncia de um método ser
melhor que o outro. Todavia, deve-se ressaltar que o método adaptado para operar em

fluxo & muito mais facil de ser executado, além de mais rapido.

6.14. RECUPERAGOES EM EXTRATOS DE SOLO APOS DEGRADAGAO (RESB)

Para avaliar o desempenho dos métodos APHA/VIS e UV frente a FIA/VIS e
FIA/UV foram realizados ensaios com amostras de extrato de solo. Na Tabela 15 s&o
apresentados os resultados obtidos apds 96 horas de contato com solo e os compostos
fendlicos separadamente.

Tabela 15 - Determinagéo de compostos fendlicos em extratos de solo por métodos em
batelada (APHA/VIS e UV) e injecdo em fluxo (FIA/VIS e FIA/UV)

APHAVIS FIAIVIS

Amostras  °Ci(mgL") - - y y
As10 nm C(mgL”) Asionm C(mglL")

_ F1 500 0,004 ND 0,006 ND

& F2 500 0,011 ND 0,009 ND

T F3 500 0,000 ND 0,002 ND

5 O1 50,0 0,002 ND 0,002 ND

é 02 50,0 -0,003 ND -0,001 ND

S 03 500 0,008 ND 0,012 ND
UV C(mgL") ‘FIAlUV C(mglL™")

s P1 50,0 -0,001 ND 0,005 ND

§ P2 50,0 -0,002 ND 0,004 ND

& P3 500 -0,002 ND 0,003 ND

3C;: concentragao inicial dos compostos fenélicos em cada amostra; "As1onm: Absorbancia medida ap6s reacdo com 4-AAP
em A de 510 nm; °C: concentrag&o; IND: referente a valores de concentragéo n&o detectados; “UV: determinado pelo

método convencional diretamente em A de 277 nm; ‘FIA/UV: determinado por injegdo em fluxo na regido de UV em A de
277 nm.

Na Tabela 15 estio representados os trés compostos estudados divididos em

trés amostras de mesma concentragao inicial (50,0 mg L”). Apos 96 horas os extratos
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foram analisados usando o método classico (APHA/VIS) e os resultados foram
comparados com o procedimento proposto por FIA/VIS. Como o p-cresol ndo reage
significativamente com a 4-AAP este foi determinado em A de 277 nm (UV) e por FIA/UV.

As absorbancias obtidas para fenol e o-cresol pelos dois métodos distintos
comprovam que nas suspensfes de solo, esses compostos ndo estdo presentes em
quantidades mensuraveis. Quanto ao p-cresol, nota-se também que néo foi detectada a
presengca dessa espécie em concentragcdo igual ou acima ao LQ da curva analitica.
Quanto a outros parémetros comparativos entre os dois procedimentos, foi medido o
tempo para efetuar as leituras e volume de rejeitos gerados pelas técnicas que foi de 1
hora para APHA/VIS gerando 1,1 L de descarte, ja por FIA/VIS menos de 10 minutos
foram gastos para todas as medidas realizadas em injegbes em triplicata gerando 30 mL
de efluente. Os dados coletados mostram que o ganho de tempo e menor volume de
rejeitos e coeréncias nas determinagdes por FIA s&o significativamente melhores em
contraste com o método oficial e classico por batelada.

Por outro lado, devido ao longo tempo de contato, a MO que é extraida em
solugdo pode interagir com os fendis, podendo ser um interferente nas determinagdes.
Com base nisso foi feito um ensaio de recuperagéo nos mesmos extratos nos quais ndo
foram detectados os compostos. Estes consistiam da fortificagdo das suspensdes com
fenol e o-cresol em concentragéo de 1,00 mg L™ e p-cresol a 5,36 mg L™, as quais foram

determinadas pelas duas técnicas e comparadas na Tabela 16.

Tabela 16 — Recuperag¢do de compostos fendlicos em extratos de solo determinados por
métodos em batelada (APHA/VIS e UV) e injegéo em fluxo (FIA/VIS e FIA/UV)

Adicionado APHANIS FIA/VIS
Amostras (mg L") Encon1trado "Rec. Encon1trado Rec.
(mg L) (%) (mgL7) (%)
I o 1,00 0,90 90 0,97 97
u"g_’ F2 1,00 1,04 104 0,90 90
F3 1,00 0,94 94 1,00 100
96 £ 6 96 +4
S O1 1,00 1,00 100 1,01 101
g 02 1,00 1,00 100 0,94 94
o 03 1,00 1,04 104 0,99 99
101 +£2 97 4
5 P 5,36 5,42 101 5,24 98
§ P2 5,36 5,57 104 5,12 95
o P3 5,36 5,71 106 5,55 103
104 £ 2 99+4

@determinado pelo método classico diretamente em A de 277 nm; brecupera(;c‘)es em termos percentuais; valores
destacados em cinza representam os valores médios de trés determinagdes e desvio padrao
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Na Tabela 16 observa-se, que apds as suspensdes serem fortificadas com
fenol e o-cresol, as recuperagdes médias ficaram em torno de 104 a 99 % para os
compostos fenol e o-cresol e 96% referente ao p-cresol que sdo considerados
adequados. Ja em comparagdo com a técnica por FIA foram obtidas também étimas
recuperagdes variando de 96 a 99% para os trés compostos, mostrando que a MO e os
coléides extraidos, inerentes ao experimento de tempo de contato com solo, parecem ter
pouca influéncia na quantificagdo pelos métodos empregados.

Os fendis sofrem processo de biodegradacgéo, sendo observado um tempo de
residéncia no solo de 96 horas para a degradacao quase que na totalidade de solugbes
em concentracdo de 50,0 mg L dos fendis em aproximadamente 1,0 g de solo. No
entanto essa informagdo foi obtida através dos ensaios de inibigdo microbiana e
experimentos que visaram a possivel dessorcdo dos fendis que estariam ligados aos
sitios de adsorgéo no solo. Para isso foi utilizada como extrator solugdo de NaOH em
concentragéo 0,10 mol L' que é adequado a extragdo quantitativa de fenois que sdo mais
hidrofilicos na forma de fenolatos em solugéo do que em solo (CRESPIN et al., 1999). Os
resultados obtidos a partir da extragéo dos fendis em solo que permaneceu em contato

de 96 horas com cada composto sdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Determinacdo de compostos fendélicos apés dessor¢ao com solugdo NaOH e
determinados por métodos em batelada (APHA/VIS e UV) e injegdo em fluxo (FIA/VIS e
FIA/UV)

APHAVIS FIAIVIS
Amostras  °Ci(mgL") - - y y
As10 nm C(mgL”) Asionm C(mglL")
_F1 500 0,010 ‘ND 0,004 ND
g F2 500 0,013 ND 0,009 ND
T F3 500 0,018 ND 0,007 ND
5 O1 50,0 0,020 ND 0,014 ND
§ 02 50,0 0,021 ND 0,012 ND
© 03 500 0,020 ND 0,009 ND
UV C(mgL") ‘FIAlUV C(mglL™")
5 P1 50,0 0,004 ND 0,006 ND
§ P2 50,0 0,007 ND 0,013 ND
Q& P3 500 0,007 ND 0,004 ND

Ci: concentragdo inicial dos compostos fendlicos em cada amostra; ®As10 nm: Absorbancia medida apds
reacdo com 4-AAP em A de 510 nm; °C: concentragao; IND: referente a valores de concentragdo ndo
detectados; *UV: determinado pelo método convencional diretamente em A de 277 nm; fFIA/UV: determinado
por inje¢do em fluxo na regido de UV em A de 277 nm.

A Tabela 17 mostra sinais de absorbancia relativamente maiores se

comparados aqueles fornecidos pelos ensaios de recuperagdo anteriores (Tabela 15),
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possivelmente estes valores de absorbancia mais altos sdo decorrentes da extracdo com
solugcdo de NaOH que além dos fendis que teoricamente foram recém incorporados ao
solo também extraem &cidos humicos que podem contribuir com o incremento da
absorbancia caso reaja com a 4-AAP. Acontece que estes compostos podem reagir com
a 4-AAP gerando incremento de absorbéancia, que neste caso ficaram abaixo do LQ de
ambas as técnicas.

Isso mostrou que os métodos apresentaram desempenho semelhante e
confirmaram que nao havia fendis nos extratos de solo apds dessor¢cdo com solugdo de
NaOH. Além disso, foi constatado um volume de rejeitos ao redor de 1,3 litros de solugéo
com tempo de andlise de 2 horas para o método em batelada e por FIA foram gerados 60
mL de rejeitos com as analises realizadas em 12 minutos.

Nesta etapa surgiu a duvida quanto a influéncia que os diversos tratamentos
que as amostras sofreram viriam a afetar o desempenho dos métodos na quantificacdo
dos compostos. Dessa forma, foram realizados ensaios de recuperagcéo nos extratos de
solo dessorvidos anteriormente. Os ensaios de recuperacdo nos extratos de solo apds a

dessorgdo com solugéo de NaOH 0,10 mol L, sdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Recuperacédo de compostos fendlicos em extratos de solo apds dessorgéo
com solu¢cdo NaOH e determinados por métodos em batelada (APHA/VIS e UV) e injegéo
em fluxo (FIA/VIS e FIA/UV)

Adicionado  APHANVIS FIAIVIS
Amostras (mg L") Encon1trado °Rec. Encon1trado Rec.
(mgL™) (%) (mg L") (%)
_ F1 1,00 0,93 93 0,88 88
g F2 1,00 0,93 93 0,90 90
~ F3 1,00 0,94 94 0,96 96
93 £ 1 91+3
5 01 100 0,90 90 0,91 91
¢ 02 1,00 0,92 92 0,86 86
§ 03 1,00 0,91 91 0,95 95
91 + 1 91 +4
= P1 537 5,79 108 7.4 138
8 P2 537 6,00 112 6,4 119
& P3 537 7,00 130 6,7 125
117 £ 10 127 + 8

#determinado pelo método classico diretamente em A de 277 nm; brecuperag(')es em termos percentuais;
valores destacados em cinza representam os valores médios de trés determinagdes e desvio padréo.

De acordo com a Tabela 18 as recuperagées médias obtidas para fenol e o-
cresol se mantiveram na faixa de 91 a 94 % em relagédo ao método APHA/VIS, menores

se comparados aos ensaios apenas com soluc¢ao de CaCl, 0,01 mol L. Esses resultados
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podem ser um indicativo de que uma pequena parte dos fenodis tende a ser arrastado
pelas moléculas de AH, culminando com recuperagdes pobres, que por outro lado exibem
valores dentro de um limite aceitavel. Ja para o p-cresol foram observadas recuperagdes
em uma faixa mais ampla. Isso pode ser em decorréncia de em 277 nm observar-se que
a solugdo do branco do solo tem absor¢cédo consideravel e como esta é usada para ser
subtraida do valor dos sinais das amostras, & possivel que haja maior concentracao
destas espécies e estas atuem com interferentes causando incremento de absorbancia.
Seria interessante como tentativa futura de otimizar os métodos que as curvas analiticas
fossem construidas com o préprio extrato de solo a fim de minimizar os efeitos da matriz

ou ainda um procedimento de adi¢do de padr&o poderia ser empregado.

6.13. INFLUENCIA DE SILICATOS SOLUVEJS NA QUANTIFICACAO DE p-CRESOL
APOS DESSORCAO DO SOLO COM SOLUCAO DE NaOH

0,35

Absorbancia
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0,05

~

0,00 +

I T I T I T I
250 275 300 325
comprimento de onda (nm)

Figura 38 — Espectros de Absorcdo de solucdes de NaOH 0,10 mol L™ apés contato com
silica. (a) Solucdo de NaOH 0,10 mol L™ deixada em contato por 1 hora sob agitagéo
constante com 1,000 g de silica pura sem adigéo de HCI; (b) Mesmas condigbes de (a),
no entanto apenas adicionado 0,35 mL de HCI concentrado; (c) p-cresol adicionado ao
meio (silica + 30,00 mL de solugéo de NaOH) em concentracdo de 5,00 mg L™ contendo
HCI (0,35 mL) e (d) p-cresol 5,00 mg L™ ap6s acidificagdo com HCI.

De acordo com a Figura 38 nota-se que ocorre absor¢do significativa da
solugcdo (a) e (b) que ndo continham fendis na regido em 277 nm, a qual é utilizada na

quantificagdo do composto p-cresol. Como pode ser visto neste caso os silicatos soluveis
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ou também coloides de silica acabam atuando como interferente nesta técnica
modificando os valores de absorbancia determinados neste comprimento de onda. Isso

sugere os valores elevados de recuperacgéo obtidos para o p-cresol, conforme Tabela 16.

7. CONCLUSOES

Durante o monitoramento do fenol pelos ensaios de batelada e principalmente
por experimentos de tempo de contato foi possivel inferir que os compostos estavam
sendo adsorvidos. Além disso, a caracterizagdo do solo permitiu classificar como solo
argiloso, contendo argilominerais do tipo 1:1 e 2:1, além de outras fases minerais, tendo
ainda informagéo que se trata de um latossolo altamente intemperizado. Era de se
esperar adsorgdo dos compostos fendlicos devido a grande area superficial das argilas.
Entretanto, as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos ndo sdo favoraveis ao
processo de interacdo, assim como a amostra de solo, favorecendo sua permanéncia na
fase aquosa de acordo com os valores de log Kow € pH no qual foram conduzidos os
ensaios propiciando sua degradacéo. A literatura mostra que a biodegradagéo neste tipo
de estudo pode levar a dados de sor¢do superestimados, assim como a questdo da
volatilizagdo e degradagédo quimica dos compostos. Estas observag¢des conduziram ao
estudo da inibicdo da atividade microbiana com solugéo de cloreto de mercurio (ll) e
azida sbdica, além de ensaios com solo autoclavado, visando constatar se ocorria
processo de biodegradacdo dos compostos fendlicos.

Os resultados mostraram um processo de adsorg¢ao pouco favoravel, sendo
indicativo estar havendo processo de degradagdo por microrganismos. Os resultados
utilizando solugéo de HgCl, 100 mg L™ e azida sédica NaN; (1% m/v) mostraram que
nessas solugbes os microrganismos sdo inibidos e a degradacado nao ocorre sendo
observada a concentragéo constante ao longo de dias, inclusive com efeitos minimos de
volatilizagdo, e processo de adsor¢cdo pouco pronunciado. Fato que se tornou mais
evidente, pois foi realizada a extragdo (dessor¢cdo) dos fendis que eventualmente
estariam adsorvidos ao solo. Os testes mostraram que pouco ou nenhum residuo dos
compostos eram determinados apds tempo de contato de 48 horas com o solo e
subseqiente extracdo em solugao de hidroxido de sédio em concentragéo 0,10 mol L™.

Em paralelo ao estudo de sorgédo dos fendis em solo, buscou-se avaliar o
sistema de injecdo em fluxo acoplado a método oficial (APHA/VIS) adaptada a
determinacéo das espécies em extratos de solo.

De acordo com a literatura o método oficial APHA/VIS é especifico para
analise de fenodis em aguas e efluentes. Mesmo para essas matrizes &€ necessario

tratamentos para limpeza da amostra, por exemplo, extragdes, filtragdo, pré-concentragao
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e destilagcdo. Para o caso das determinagdes de fendis em extratos o que se observou
que o procedimento oficial € adequado a quantificagdo destes em extratos de solo da
amostra de solo utilizada. A presenca e influéncia de matéria organica e colbides que séo
extraidos durante os ensaios é minimizada desde que seja utilizado solugédo de CaCl,
0,01 mol L™ para melhorar a separacéo de fase nas suspensées de solo, o que configura
uma vantagem, pois sua utilizagcao elimina etapas de filtragdo em membrana que causam
perda de amostra, aumenta o nimero de operagdes analiticas encarecendo o tempo de
analise e favorecendo erros experimentais.

Apesar do método oficial em batelada ser considerado adequado as
determinacgbes, foi constatada baixa velocidade analitica, alto consumo de reagentes e
geracdo de grandes volumes de rejeitos. A técnica de FIA adaptada ao procedimento
oficial mostrou ser uma boa alternativa para um grande nimero de amostras, pois houve
incremento na velocidade analitica, valores préximos ou menores de LQ foram
observados, volumes de amostras, reagentes e efluentes foram reduzidos drasticamente
mostrando vantagens ambientais no seu uso. Por outro, se faz necessario um longo
tempo para ajuste do método para operar em fluxo.

Os ensaios de recuperagdo mostraram resultados semelhantes entre os
meétodos por fluxo e 0 método convencional. Em tais ensaios, constatou-se boa exatidao
e precisdo. No entanto, nas determinagcbes na regidao do UV tanto para o procedimento
em batelada e por FIA foram observadas variagdes nos resultados de recuperagéo
devido a presenca de silicatos soluveis extraidos nas etapas que envolviam adi¢cdo de
NaOH 0,10 mol L. A diferenca de concentracdo pode ter influéncia na regido do UV
como foi mostrado nos ensaios com silicato. Uma alternativa a isso pode ser a
minimizagdo de efeitos de matriz com procedimento de adicdo de padréo que poderéo
ser realizados em uma etapa futura do trabalho.

O trabalho como um todo, sugere que os trés compostos fendlicos estudados
exibiram uma interagdo pouco pronunciada pela amostra de solo estudada, o que permite
inferir que os mesmos podem ser lixiviados pela coluna do solo por eventos
pluviométricos, com conseqiiente comprometimento do lencol freatico. Todavia se um
maior tempo de residéncia ocorrer entre os compostos e o solo estudado € possivel que
ocorra total degradagdo das espécies, antes do processo de lixiviagdo, face aos
resultados obtidos. Deve-se salientar que as conclusdes aqui obtidas sao validas para os
trés compostos fendlicos estudados, bem como para a amostra de solo com as
caracteristicas aqui relatadas, ndo devendo tais resultados serem extrapolados para

qualquer amostra de solo, bem como para outros compostos fendlicos.
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