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“A velhice acalma muitas coisas, mas o amor inoigi€ sensivel a tudo”

Publio Ovidio Nasao

“Enquanto o amor novo anda sem destino, deve jsnts forcas pelo uso; se o alimentas
bem, tornar-se-a firme com o tempo. O touro queetertinhas o costume de acaricia-lo
qguando novilho; a arvore sob a qual agora te digtasna varinha; o rio nasce pequeno, mas

adquire volume correndo, e, por onde vai, recebésaguas”

PuUblio Ovidio Naséao

“Nem mesmo o brilho do sol, a radiacdo que susienia, pode dispersar o terror que reside
na cabeca das pessoas. Apenas a compreensaoidasnarifestacdes naturais e seus
mecanismos internos tem o poder de derrotar esse.iNada pode ser criado pelo poder
divino a partir do nada. As pessoas vivem ateradas porque ndo compreendem as causas
por tras das coisas que acontecem na terra e natd@éuindo-as cegamente aos caprichos de
algum Deus”
Lucrécio, 96 — 55 A.C.

“A coragem intelectual de quem busca o conhecimém@ntidoto contra a cegueira causada
pela repressao e pelo medo.”
Pensamento dos Gregos durante o governo de Pgfibles 429 A.C.
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RESUMO

As substancias humicas (SH), por representarem a maior parte da matéria organica
dissolvida, s&o as principais responsaveis na regulacdo dos processos de
degradacdo e disponibilidade de poluentes organicos hidrofobicos aos
ecossistemas. Neste trabalho, SH de diferentes ambientes foram extraidas e
caracterizadas por andlise elementar e espectroscopica, e através da técnica de
supresséo de fluorescéncia, foi determinada sua capacidade de agregar pireno em
meio aquoso. Os resultados mostram que as SH tém caracteristicas bem definidas

com a origem da MO e chegam a agregar mais de 80 % do pireno.



1 INTRODUCAO

1.1 Formacao da Matéria Organica

Na Histéria geoldgica da terra, até dois bilhdes de anos atrds a
atmosfera terrestre era predominantemente constituida de dioxido de carbono,
caracterizando-se num ambiente redutor. Com o0 surgimento dos primeiros seres
fotossintetizantes, que utilizam a energia solar para a conversado da agua e diéxido
de carbono em carboidratos e oxigénio (equacéo 1), a Terra transformou-se no unico

planeta do sistema solar com atmosfera oxidante.

Fotossintese
CO, + H,O —— CgHi:06 + O, (1)
Respiragdo
Os principais organismos fotossintetizantes sédo as plantas superiores,
fitoplancton e cianobactérias. Os principais produtores de matéria organica (MO) séo
em ordem: fitoplancton, bactérias, plantas superiores e zooplancton (Killops &
Killops, 1993).

A energia solar, estocada nos tecidos organicos dos organismos é
transferida ao longo da cadeia alimentar, sendo que parte desta é excretada como
MO.

Estes fenbmenos estéo incorporados no que chamamos de ciclo do
carbono, onde a entrada e saida de carbono de seus reservatoérios estdo num amplo

equilibrio, Figura 1.
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Figura 1. Esquema geral do ciclo do carbono.

As transformacdes ocorridas nos rejeitos da producdo priméaria
influenciam fortemente, principalmente durante a diagénese, a forma da MO
preservada nos sedimentos, onde diferentes classes de compostos sado degradadas
a diferentes taxas e somente alguns compostos permanecem numa forma
reconhecivel (Killops & Killops, 1993). Dependendo das condic¢des fisico-quimicas e
da natureza da populacdo microbiana, alguns compostos organicos, tais como
carboidratos, acuUcares e alguns aminoacidos sdo facilmente mineralizados ou
utilizados por outros microrganismos, enquanto que fendis, polifendis e compostos
aromaticos sao resistentes a degradacao (Rashid, 1985).

ApoOs as mais variadas reacfes a MO pode apresentar-se, dissolvida
(MOD) ou particulada insoltvel sendo classificada em duas categorias de acordo
com o tamanho molecular (Duffy & Vanloon, 2000):

* Moléculas pequenas discretas como monossacarideos ou acidos organicos
de baixa massa molar. Estas moléculas tém estruturas e propriedades
individuais.

* Macromoléculas, as quais sao classificadas em termos de propriedades
estruturais e reatividade, entre as quais estdo as substancias himicas (SH).



1.2 Classificacdo, Origem e Caracteristicas Estruturai s e Quimicas das SH

O termo SH descreve trés grupos de substancias, sendo estas
definidas pelo fracionamento do material humico, tradicionalmente realizado pela
dissolugéo com base, a qual dissolve os acidos humicos (AH) e acidos fulvicos (AF),
permanecendo um residuo insolivel de humina. A acidificagdo do extrato alcalino
precipita os AH, permanecendo os AF em solucao (Killops & Killops, 1993).

As SH séo resultantes de processos quimicos e bioquimicos dos
produtos do decaimento, degradacdo e transformac&o microbiana de constituintes
celulares, representando 50 a 80 % da MO nas &guas, sedimentos, solos, turfas e
outros ecossistemas. Elas sdo substancias amorfas, acidas, heterogéneas,
hidrofilicas, polidispersas, poliméricas de elevada massa molar e de elevada
complexidade estrutural, tendo uma série de compostos aromaticos e alifaticos
integrados a sua identidade (Rashid, 1985).

Com relacdo a sua origem sdo considerados dois processos. O
primeiro destes sugere que as SH sao formadas por “processos degradativos”, onde
sdo consideradas as transformacfes biologicas de moléculas organicas por
microrganismos tais como ligninas, polissacarideos, proteinas, cutinas, melaninas e
siberinas. A segunda hipGtese, “processos sintéticos”, considera que
macromoléculas organicas sao inicialmente degradadas a pequenas moléculas, as
quais sdo repolimerizadas para formar as SH pela reacdo “Dourada” (Figura 2)
introduzida por Maillard (Hayes, 1991). Uma proposta do processo de humificagcéo é
dada na Figura 3.

H
NHR
AN C//O
_ 1 on y H— C— OH
\ ——~1—OH
HO——— + —R —_

_ | on |_/| HO——
—1—OH
— OH Aminoécido oH

CH,OH T

CH,OH

Acucar redutor

Figura 2. Esquema simplificado da rea¢&do da Maillard (Hayes, 1991).
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Figura 3. Esquema simplificado do processo de humificacéo (Rashid, 1985).

A natureza quimica e as caracteristicas das SH variam com a
origem do material biolégico, e as propriedades fisico-quimicas do meio em que sao
formadas. Sob condi¢bes andxicas as taxas de decomposicdo e mineralizacdo da
MO s&@o mais baixas do que em ambientes oxigenados, assim os produtos finais
formados sob condicbes aerdbicas e anaerObicas apresentam diferentes
propriedades estruturais e quimicas.

E reconhecido que estas estruturas sdo constituidas de cernes
aromaticos ligados a cadeias alifaticas e que a relativa proporcdo de compostos
aromaticos e alifaticos varia de acordo com a origem da biomassa. Devido a larga
ocorréncia de ligninas, taninos e outros polifendis em plantas terrestres, as SH
terrestres sao ricas em compostos com cernes aromaticos e fendlicos (Rashid,
1985). As SH de aquaticas sdo em geral mais alifaticas e nitrogenadas que SH de
ambientes terrestres, devido a presenca de algas e bactérias que contém elevadas
guantidades de lipideos e proteinas (Killops & Killops, 1993).

Considerando que amino&cidos, carboidratos, lipideos, mono
aromaticos, poliaromaticos, fendis, polifendis, acidos benzeno carboxilicos, acidos

carboxilicos alifaticos, acidos graxos e alcanos dao origem as SH, temos que a
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composicdo destas representa a combinacdo de todas estas entidades em
diferentes configuracbes e combinagdes. Como resultado, temos estruturas
tridimensionais diversas, de diferentes massas molares, dependendo do grau de
humificacdo. As férmulas apresentadas na literatura (Figuras 4 e 5) séao

consideradas apenas como tentativas (Rashid, 1985).

|C6H1105 (4)
v T
H
C—H HO H—GC c— p o
H H
| (2> |
?— ?— N— (l:— O —O0
H H H
O/ O/

CO— NH— GgH;gON
(3) (4

Figura 4. Estrutura da molécula de AH proposta por Kononova (1966): 1- anel aromatico derivado de
Di e Tri — hidroxifendl; 2- nitrogénio em formas ciclicas; 3 - residuos de aminoacidos; 4- residuos de
carboidratos.
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Figura 5. Estrutura quimica parcial de AF proposta por Schnitzer (1978).

Estudos mais recentes, por outro lado, tem levado a acreditar que as
SH contrariamente aos modelos macromoleculares até entdo propostos, podem
consistir de agregados de moléculas menores, apresentando uma espécie de
“formula unitaria média universal” (Sein et al., 1999). Assim as SH seriam formadas
por associacbes de moléculas relativamente pequenas, denominadas “building

blocks”, unidas por interacdes supramoleculares Figura 6.
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Figura 6. Modelos estruturais de “building blocks” (Sein et al., 1999).

Os AH aparentemente tém massa molar maior, sdo mais ricos em C
e mais pobres em oxigénio se comparados aos AF. Isso ocorre devido ao processo
de desfuncionalizagcédo durante a diagénese o que leva a formacéo de uma estrutura
mais aromatica e apolar (Rashid, 1985). As diferencas nas composicdes

elementares de AF e AH podem ser observadas na Tabela 1.

TABELA 1. COMPOSIQAO ELEMENTAR DE AH E AF DE SOLOS, (SCHNITZER, 1978).
SH C (%) H (%) N (%) O (%) S (%)
AH  536-587 32-62 08-55 328-383 01-1,5
AF  40,7-506 3,8-70 09-33 397-498 0,1-36

Cerca de 25 % de AH e 50 a 60 % das moléculas de AF de solo séo
constituidas de grupos funcionais, sendo que os principais grupos funcionais sao
oxigenados e acidos. Estes grupos dao caracteristicas tamponantes a solos e
sedimentos, além de controlar as propriedades hidrofilicas e hidrofébicas das SH. A
predominancia de um grupo em relacdo a outro é geralmente determinada pela
aeracdo da MO durante a diagénese e do grau de humificacdo do sedimento
(Rashid, 1985). Na Tabela 2 sdo dadas as quantidades aproximadas dos principais

grupos funcionais oxigenados de SH de solos.



TABELA 2. ABUNDANCIA DE GRUPOS FUNCIONAIS OXIGENADOS (MMOL/L) EM AH E AF DE
SOLOS, (SCHNITZER, 1978).

Grupos AH AF
Carboxil 15-57 52-11,2
Fendl 2,1-57 0,3-5,7
Alcool 0,2-4,9 26-95
Ceto 0,1-5,6 0,3-3,1
Metoxi 0,3-0,8 0,3-1,2
Acidez total 56-8,9 6,4 — 14,2

1.3 Importancia das Substancias Himicas na Mobilidade de Poluentes

O destino de poluentes em solos e aguas envolve diversos fatores,
os quais influenciam simultaneamente na degradacdo quimica, fotoquimica e
biolégica, transporte e acumulagéo.

Diversos estudos mostram que as SH desempenham um papel
importante na atenuacdo dos efeitos nocivos de poluentes em ambientes naturais.
Skogerboe et al. (1981) observaram que SH sdo capazes de promover a reducao de
certas espécies quimicas, sendo que os AF sdo agentes redutores mais eficientes
que os AH. SH em elevadas concentragcdes chegam a diminuir até 100% da
toxicidade do arsénio e do inseticida chlorpyrifos (Jones et al., 2003), sdo capazes
de aumentar a solubilidade de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)
(Gschwend et al., 1992) e de pesticidas, diminuindo sua disponibilidade ao ambiente
(Carter et al., 1982).

Entre os modos de interacdo estdo a adsorcdo, particdo, catélise,
hidrélise, dealquilacdo, sendo que o modo de interagdo depende do tamanho, forma,
configuragdo, estrutura molecular, fun¢des quimicas, solubilidade, polaridade,
polarizabilidade e distribuicdo de carga tanto do poluente quanto das SH (Rashid,
1985). A adsorcdo € o mais importante dos modos de interacdo de poluentes e SH,
entretanto a maior questdo € a reversibilidade do processo, sendo que residuos
toxicos podem ser liberados com o tempo. Os outros modos de interagdo com
poluentes formam intermediarios ou produtos de degradacdo com toxicidade,

mobilidade e persisténcia diferentes daqueles na auséncia das SH (Senesi, 1992).



Muitos estudos também evidenciam o fenémeno de particdo como
um importante modo de interagdo entre SH e poluentes hidrofébicos. Em
ecossistemas aquaticos, a MOD a qual é constituida de estruturas anfifilicas parece
interagir com minerais ou compostos apolares de maneira analoga aos surfactantes
(Wershaw, 1993). Estudando a interacdo de SH com sondas moleculares,
Wandruszka (1998), por exemplo, propds que SH em presenca de compostos
apolares podem auto organizar-se formando pseudomicelas com cavidades
hidrofébicas. Em AH, com maior quantidade de cadeias alifaticas o efeito € mais
evidente devido a flexibilidade das estruturas. Com o intuito de verificar a formacao
de micelas em SH, Rauen et al. (2002) observaram que a tensdo superficial de
solucbes de AH tem perfil semelhante as solucdes de surfactantes e apresentam
concentracdo micelar critica na faixa de 1000 & 1200 mg L™, a pH 7. Sierra et al.,
(2005) realizou estudos de tenséo superficial e fluorescéncia em solugbes aquosas
de SH assistida por uma sonda molecular (pireno), verificando a tendéncia das SH

em organizar-se formando micro ambientes hidrofébicos.

1.4 Método da Supressao de Fluorescéncia na Determinacd o de Constantes de
Equilibrio

Quando moléculas sédo excitadas por radiacdo eletromagnética, a
absorcdo de radiacdo promove a passagem dos elétrons a niveis superiores de
energia permanecendo em estados singletes ou tripletes com elétrons emparelhados
ou desemparelhados respectivamente. Durante o retorno ao estado fundamental,
parte da energia absorvida € reemitida, sendo este fenbmeno conhecido como
luminescéncia. Se a energia for reemitida a partir do primeiro estado singlete
excitado, o fendémeno corresponde a fluorescéncia, Figura 7.

Uma molécula excitada pode voltar ao seu estado fundamental pela
combinacdo de varias etapas mecanisticas. Se a etapa mais favoravel nao for
radiante, ndo ha fotoluminescéncia ou esta é pouco intensa. Entre 0os processos de
desativacdo do estado excitado esta a conversao externa ou supressao (Figura 7). A
desativacdo de um estado eletrbnico por conversdo externa ou supressao de
fluorescéncia (SF) pode envolver a interacdo e transferéncia de energia entre a

molécula excitada e o solvente e outros solutos (Skoog et al., 2002).
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Figura 7 . Diagrama parcial de energia de um sistema fotoluminescente.

Existem trés diferentes tipos de processos de SF que podem
ocorrer: estatico, dinamico e aparente. Na supressdo estatica, um complexo nao
fluorescente é formado entre o fluoréforo e o supressor. Na supressdo dinamica o
supressor deve se difundir até o fluor6foro enquanto este estiver excitado e desativa-
lo a um estado ndo radiante. A supressdo aparente ndo € um processo de
supressdo como um todo, mas é devido a atenuacao da radiacdo de excitacdo e/ou
absorcao da radiacdo emitida por um excesso de concentracdo do fluoroforo ou pela
presenca de outras espécies que absorvam em solucdo. Este fendmeno é
frequentemente chamado de “Efeito de Filtro Interno” (EFI) (Lakowicz, 1983).

As SH sao capazes de suprimir (ou atenuar) a fluorescéncia de
alguns compostos, notadamente HPA, em solucdo aquosa. Este efeito tem sido
usado na determinacéo das constantes de associagao entre poluentes fluorescentes
e SH (Gauthier et al., 1986). A SF € um método simples e por ndo depender da
separacdo do poluente livre e ligado é a técnica mais popular na determinacdo de
constantes de equilibrio entre poluentes e SH. No restante dos métodos, onde &
necessaria a separacao do poluente livre do ligado, pode ocorrer o rompimento do

equilibrio e levar a variacdes da constante de ligacao (Gauthier, 1986).



A sonda fluorescente mais comumente utilizada nestes estudos é o
pireno (Figura 8), por este apresentar caracteristicas Fisico-Quimicas semelhantes
a outros poluentes organicos apolares. Uma das propriedades do pireno, é que este
apresenta 5 bandas de emissao, possuindo elevada intensidade de emissdo mesmo
a baixas concentracdes. A banda | (373 nm) mostra um aumento significativo de
intensidade com o aumento da polaridade do solvente comparado com a banda Il
(382 nm), sendo que a razao das intensidades de emissao das bandas | e Ill serve

como uma medida quantitativa da polaridade do solvente (Dong et al., 1982).

Figura 8 . Estrutura quimica do pireno.

A técnica da SF por SH é baseada na observacdo de que a
intensidade de fluorescéncia é proporcionalmente decrescida com a adicdo de SH. A
associacao pireno (Pi)/SH pode ser representada pelas equagdes a seguir, as quais
sao simples derivacdes da equacao de Stern — Volmer resultantes da supresséo

estatica.

Pi+SH&® Pi-SH (2

==
[P] * [SH]

Onde Pi-SH é o pireno associado a SH e K, € a constante de associacao. O balanco
de massa sobre o pireno é descrito pela equacao 4, onde Cp; € a concentracéo total

de pireno.

Cy =[Pi]+[Pi—=H] (4)

Combinando as equagdes 3 e 4 temos a equagao 5.

Co _
ﬁ—l’f Ke[SH] ()
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7

Assumindo que a intensidade de fluorescéncia é proporcional a

concentragéo de pireno livre na solugao, temos:

D1 K[SH] @

Onde Fp e F s&o as intensidades de fluorescéncia do pireno na auséncia e presenga
de SH, respectivamente e K, € a constante de Stern — Volmer, que € dada pelo
coeficiente angular de um plote de Fo / F versus concentracdo de SH (Gauthier et al.,
1986).

Em elevadas concentracbes AF e AH absorvem uma significante
quantidade da radiacéo de excitacdo e emissdo em uma larga faixa de frequéncias,
portanto € necessario realizar a correcdo do EFI com base na geometria da célula,
(Figura 9) e caracteristicas da solugcéo, como descrito por Parker, 1968 na equacao
7.

b %s

I
< d g

Figura 9. Geometria da célula para medidas de fluoresceéncia.

Os parametros da célula de fluorescéncia, que aplicados a equacgéo
7 tornam possivel a correcdo do EFI sdo: Iy, feixe de radiacdo na excitacdo; S,
largura do feixe de excitacdo; g, distancia da parede da célula ao feixe de radiagéo;

d, caminho 6tico.

Fa _ 230A, 0 or, o 23%A,

= 7
F 1-10% 1-10%% @)

obs

Fobs € Fcorr SA0 as intensidades de fluorescéncia observada e corrigida
respectivamente, Aex © Aem Mmedidas no espectrofotbmetro UV-Vis sao as
absorbancias por centimetro nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao

respectivamente (Parker, 1968).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi extrair SH de estuario, solo e turfa,
avaliar suas caracteristicas quimicas e espectrais por meio de andlise elementar e
infravermelho respectivamente, determinar as constantes de associacdo das SH
com pireno por meio da técnica de SF, de forma a correlacionar os resultados com a

origem do material.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Os reagentes de grau P.A., acetonitrila, etanol, éter etilico, metanol,
HF, NaOH e AgNO; foram adquiridos da Carlo Erba Reagenti, Nitrogénio 9.6
adquirido da Write Martins, pireno P.A. da Sigma Aldrich e as resinas Amberlite IRA®

200 e Supelite™ XAD 8 foram adquiridas da Supelco Park.

3.2 Equipamentos

A matéria organica foi fracionada numa centrifuga Excelsa Baby
modelo 206 / 2.

As solugcbes foram evaporadas em um rotaevaporador Fisaton
modelo 802 e liofilizadas num liofilizador Edwards.

Os espectros de infravermelho dos AF e AH foram determinados em
pastilha de KBr, entre 4000 e 400 cm™ e registrados em um espectrofotdmetro FT
Perkin EImer modelo 16 PC.

A analise elementar dos AF e AH foi realizada em um Analisador
Elementar Perkin ElImer modelo 2400 — Analizer.

Para a obtencdo dos espectros fluorescéncia e verificar a SF do
pireno por AH foi utilizado um espectrofluorimetro Hitachi 4500.

Para a determinacdo das constantes de equilibrio foram utilizados
um espectrofotometro UV-VIS HP modelo 8452A e um espectrofluorimetro Perkin
Elmer modelo LS 5B.

Na determinagéo da capacidade das SH agregar pireno foi utilizado
um espectrofluorimetro Perkin EImer modelo LS 5B.

13



3.3 Amostragem

A amostra de sedimento de estuario foi coletada no manguezal do
Rio Ratones, localizado ao norte da Ilha de Santa Catarina. A amostra de turfa
decomposta foi coletada na turfeira Arroio do Silva localizada no Balneario Arroio do
Silva no sul do Estado de Santa Catarina. O sedimento de Solo foi coletado no
Horto Florestal da Universidade Federal de Santa Catarina localizado na llha de
Santa Catarina.

As amostras de sedimento foram preparadas no Laboratério de
Hidrogeoquimica do Nucleo de Estudos do Mar (NEMAR), as quais passaram pelos
seguintes processos: lavagem para a retirada de sais sollveis, secagem em estufa a
temperatura inferior a 60°C, tamizacdo, pulverizacdo e homogeneizacdo e

separacdo granulométrica.

3.4 Ativacao da Resina Amberlite 200

A resina Amberlite 200 é uma resina macroreticular de poliestireno,
apresenta-se com grupo funcional do acido sulfénico e se encontra 20 % na forma
sbdica. Entre as suas principais aplicacfes estdo a remocdo de metais pesados e
descalcificacado do sangue (Catalogo Supelco, 2003/2004).

Para a conversdo da resina na forma 4&cida foi utilizado
procedimento descrito por (Collins et al.,1971). A resina foi mantida sob agitacdo em
solucdo de HCI 2 mol L™ durante 1 hora, o &cido é removido e a resina é limpa com

agua destilada até teste de cloretos com AgNOj3 ser negativo.

3.5 Ativacao da Resina Supelite XAD 8

A resina Supelite XAD 8 € uma resina hidrofébica, macroporosa
(0,25 pm) contendo um éster de metil metacrilato a qual concentra a MOD. Esta
resina é indicada pela International Humic Substances Society (IHSS) para a
extracdo de SH de sedimentos e aguas. A resina foi tratada segundo o método

desenvolvido por (Thurman & Malcom, 1981), descrito como a seguir:
14



A resina foi lavada com NaOH 0,1 mol L diversas vezes para
eliminar parte do material que se forma pela estocagem da mesma. A seguir, a
resina foi lavada sequencialmente, por periodos de 6 horas, com metanol, éter
etilico, acetonitrila e metanol, num extrator Soxhlet e posteriormente lavada com

agua destilada para eliminar o metanol remanescente.

3.6 Método de Extracédo das SH

As SH foram extraidas segundo o protocolo proposto pela IHSS, o

qual é resumido na Figura 10.

[ Amostra de Sedimento ]

[ Lavagem com HCI 0,1 mol L'l]

[ Sobrenadante ] | Precipitado )

Sob Atmosfera de N,
I

[ Lavagem com NaOH 0,1 mol L™ ]

[ Sobrenadante ] [ Precipitado Descartado ]
|

[ HCI para Precipitacéo ]

1
AH PreC|p|tado

AF Sobrenadante

HCI - HF XAD 8

Troca Ionlca

Amberllte 200 Amberllte 200

[ J |
[ Purlflca(;ao ] [ Purlflcagao Resina
| )
[ J |

]
]
Troca |6nica ]
]

L|of|I|zacao L|of|I|zacao

Figura 10. Fluxograma do processo de extracdo das SH.
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3.7 Determinagéo das Constantes de Associacdo SH - Pire  no

Foi preparada uma solucdo estoque de pireno (102 mol L") em
cicloexano e dos AF e AH na concentracdo de 2,0 g L. A partir das solucdes
estoque foram preparadas 25 mL de solucdo de SH em pireno, sendo as
concentracdes de SH de 0 a 30 mg L™ e pireno 107 mol L™, sendo o pH ajustado a
faixa de 6 — 7. O cicloexano foi evaporado sob fluxo de nitrogénio antes de ser
adicionado as SH e agua.

As solucdes foram mantidas sob agitacdo durante 2 horas, antes de
serem registrados os espectros UV-VIS e fluorescéncia.

Os espectros de fluorescéncia para a verificacdo da SF foram
realizados usando fenda de entrada e saida 2,5 nm, velocidade de leitura 250 nm
min™ de 350 é 450 nm.

Os espectros de fluorescéncia para a determinacdo constantes de
associacdo foram determinadas com usando fenda de entrada e saida 5 nm,
velocidade de leitura 30 nm min™. Os parametros necessarios, descritos na figura 6
sdo: S- 0,12cm; g-0,39cm; d - 1 cm (MacDonald et al., 1997).

3.8 Extracao de Pireno de Solugéo de SH

Foram preparadas 100 mL solu¢cdes de SH nas concentragbes de
10, 30 e 50 mg L™ com pH ajustado & faixa de 6 — 7. Em um dos frascos do aparato
utilizado no experimento (Figura 11) foi adicionado volume adequado da solugéo
estoque de pireno de modo obter um volume final de 100 mL na concentracéo de 10
"'mol L™. O cicloexano foi evaporado, entdo foi adicionada a solucdo de SH mantida
sob agitacdo durante 24 horas, ao abrigo da luz. No outro frasco do aparato foi
adicionado 100 mL de solucédo hidroalcodlica 2:1. As duas partes do equipamento
foram conectadas ent&o foi borbulhado nitrogénio num fluxo de 5 L min™ durante 2
horas. Ao final do experimento o pireno captado no trap foi quantificado por

fluorescéncia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise Elementar

As SH sédo compostas predominantemente de C, H, N, O, P e S.
sendo que o C e O sdo os mais abundantes elementos, seguido de H e N. O
conteudo de S e pode variar desde tracos até algumas unidades por cento enquanto
que o de P é muito baixo (Rashid, 1985).

A Tabela 3 mostra a composicao elementar de AF e AH extraidos de
sedimentos (sem considerar as cinzas). Os AH tém maior conteudo de carbono,
hidrogénio e nitrogénio que AF. Essa tendéncia € esperada, considerando-se que 0s
AF sado a por¢do solavel em qualquer pH, sendo mais ricos em grupos funcionais
oxigenados.

TABELA 3. ANALISE ELEMENTAR DAS AMOSTRAS DE AF E AH E SUAS RELACOES.

Amostras | C (%) |H (%) |N (%) |Cinzas (%) | C/H CIN
AH Solo 43,92 5,08 3,22 3,51 8,65 | 13,64

AH Estuério | 45,80 5,23 4,16 5,50 8,75 | 11,01
AH turfa 48,19 4,20 1,90 1,12 11,47 | 25,36
AF Solo 36,02 3,94 1,33 17,28 9,14 | 27,08

AF Estuério | 41,61 4,42 1,80 *Nd 9,41 | 23,12
AF turfa 44,51 4,02 1,15 1,68 11,07 | 38,70

* Nao determinado

As diferencas na composi¢ao entre os AH ou AF ocorrem devido as
diferentes origens da matéria organica, grau de humificagdo e condigbes ambientais.
As amostras de AH e AF de turfa apresentaram os maiores conteudos de carbono e
menores de nitrogénio, o que se deve ao fato de este material ser mais humificado
do que as amostras de solo e estuario. No processo de humificagdo a MO é
desfuncionalizada ao longo do tempo. O elevado contetdo de nitrogénio de SH de
estuario se deve a este ambiente ser banhado por adguas marinhas. Como dito
anteriormente, os organismos marinhos (algas) tém elevado contetdo de lipideos e
proteinas (Killops & Killops, 1993).
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As relagbes entre as quantidades dos varios elementos podem ser
usadas na determinacdo da origem da MO, grau de humificacdo, grau de
condensacao, transformacdes diagenéticas e condicbes ambientais.

Geralmente SH de originadas em ambiente anaerébios ou pouco
aerados, tais como sedimentos marinhos, tém valores menores para relacdo C/H.
Este fato se deve a MO ser mais alifatica e relativamente rica em hidrogénio.
(Rashid, 1985). SH de origem marinha tém maior conteddo de N,
consequentemente a relacdo C/N € mais baixa do que aquela de SH de ambientes
terrestres. Por outro lado, compostos contendo nitrogénio sdo poluentes tipicos de
ecossistemas sujeitos a atividade antropogénica. Existem indicacbes de que SH
podem adsorver amonia, uréia e outros compostos de baixa massa molar para
formar complexos estaveis e resistentes a estagios posteriores de decomposicéo e
degradacdo (Stepanov, 1969). Uma outra interpretacdo dos contetdos de nitrogénio
e da relacdo C/N é que a constante circulagdo de MO num estuério, faz com que o
material sedimentar seja renovado constantemente. Assim a MO da superficie dos
sedimentos estuarinos pode nao estar completamente humificada, o que significa
gue podem restar em suas estruturas quimicas, fragmentos importantes do material
qgue lhe deu origem, tais como grupamentos funcionais de moléculas organicas

contendo nitrogénio (Sierra et al., 1998).

4.2 Espectroscopia de Infravermelho

A Figura 12 mostra os espectros de infravermelho das amostras de

AF e AH. Os grupos funcionais sensiveis a radiacdo de infravermelho, hidroxilas
fendlicas e alcodlicas, carboxilas e carbonilas tanto aroméaticas quanto alifaticas, C—
H alifatico e amidas podem ser encontradas em SH, independentemente de sua
origem. Entretanto os conteudos relativos destes grupos podem variar de uma
amostra a outra e ser dependente do procedimento de extracdo (Sierra et al., 2004).
Os espectros de infravermelho de SH exibem predominantemente a

presenca de grupos funcionais oxigenados na regido de 3400 & 3300 cm™. Em 2940
e 2850 cm™ existem dois picos referentes a estiramentos caracteristicos de grupos
metileno (-CH,-) de hidrocarbonetos alifaticos e ciclicos (Silverstein, et al., 1974).
Estes estiramentos sdo mais evidentes em AH do que em AF, reflexo de uma
19



presenca mais marcante de cadeias alifaticas (Sierra et al., 2004). Neste estudo,

estas bandas sao bem distintas e visiveis em AH de estuario e de solo.

AF \“\ / \\ ‘f‘\
Turfa| / Vol

\_

o

\JI
‘ o
Estuario \ )/ﬁ \J\N//\
e

Q —O0O>SW—~—3 0N > = -
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Namero de Onda (cm™)
Figura 12. Espectros de infravermelho de AF e AH.

De 1600 e 1720 cm™ existem diferencas sistematicas entre AF e AH.
A primeira é que o estiramento em torno de 1720 cm™ caracteristico de C=0 de
acidos é mais forte em AF do que em AH, diferenca esperada uma vez que os AF
tém maior solubilidade devido a elevado conteudo de grupos carboxila. A segunda
diferenca é o estiramento em torno de 1640 cm™, que para AH em geral é localizado
em maiores frequéncias (Sierra et al., 2004). Os grupos responsaveis por este
estiramento sdo: C-C aromatico, C=0O de amida e N-H. Em geral podem ser
deslocados de 1650 a 1600 cm™, por conjugacdo (Morrison & Boyd, 1974).

Na regido de 1220 cm™ sdo identificados estiramentos tanto em AH
quanto AF, caracteristicos de estiramento C-O e deformagdo OH de grupos acidos.
Em torno de 1080 cm™ é caracterizado estiramento C-O de polissacarideos, sendo

estes mais evidentes em AF (Sierra et al., 2004). O estiramento caracteristico de
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polissacarideos néo é visualizado em SH de turfa devido este material ser bastante
modificado pela diagénese sendo o0s polissacarideos substancias facilmente

mineralizadas.

4.3 Constantes de Associacédo SH - Pireno

A Figura 13 mostra uma relacdo tipica entre a intensidade de
fluorescéncia do pireno e a concentragdo de SH. O espectro de maior intensidade
corresponde a solucdo de pireno na auséncia de SH, a medida que a concentracao
de SH é aumentada a intensidade dos espectros diminui em consequéncia dos
fendmenos de supresséao de fluorescéncia.

A SF do pireno pode estar associada aos trés diferentes fendbmenos:
I) a formacao de um agregado néo fluorescente; Il) a desativacao do estado excitado

do pireno pelas SH e lll) a absorcéo de radiacéo de excitacdo e emissao pelas SH.

300 - | o
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Figura 13 . SF de pireno (10”7 mol L™) em presenca de AH solo (0 & 30 mg L™).
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A Tabela 4 mostra os dados relativos a supressao de fluorescéncia

do pireno (Fops) €m presenca de AH de solo e os dados relativos a absorcédo das

solucdes nos comprimentos de onda de excitacdo (Absey) € emissdo (Absem) do

pireno.

Além da SF propriamente dita, observa-se um aumento nha

absorvancia da solugdo com o aumento da concentracédo de AH. Esse efeito faz com

gue seja necessaria uma correcao cada vez maior do feito de filtro interno a Fops a

fim de determinar qual a real intensidade de fluorescéncia do pireno no meio (Fcor).

TABELA 4. INTERAGAO DE PIRENO E AH SOLO.

[AH] (Mg L ™) Abs ¢ AbS ¢ Fobs Feor CRem Fo/ F % SF
0 0,006  -0,001 0,324 0,325 1,00 1,00 0,0
3 0,039 0,021 0,275 0,293 1,07 1,11 9,8
6 0,073 0,042 0,247 0,280 1,13 1,16 13,8
9 0,104 0,062 0,214 0,256 1,20 1,27 21,2
12 0,138 0,083 0,180 0,228 1,27 1,42 298
15 0,174 0,107 0,151 0,204 1,35 159 37,2
18 0,207 0,128 0,142 0,203 1,43 160 375
21 0,238 0,148 0,123 0,186 1,51 1,75 428
24 0,272 0,169 0,105 0,168 1,60 1,93 48,3
27 0,306 0,191 0,096 0,163 1,69 2,00 49,8
30 0,341 0,213 0,086 0,155 1,80 2,10 52,3

Abs,, e Abs,, s80 as absorbancias nos comprimentos de onda de excitagdo (334 nm) e emissao (373

nm), CRgr € o fator de correcéo aplicado a Fps.

A linearizacdo de F¢ dada pela equacdo de Stern — Volmer é

mostrada na Figura 14 e na Tabela 5 sdo dadas as constantes de Stern — Volmer

(Kp) para cada amostra estudada. K., representa o valor da constante Kp

normalizada ao contetudo de CO.
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Figura 14 . Gréfico de Stern — Volmer para AH solo.

TABELA 5. CONSTANTES DE ASSOCIACAO ENTRE PIRENO E SH.

Amostra Kp(Lmg? Kp (10*mLg™) | Keo (10*mLg™)
AH solo 0,0927 £ 0,0094 9,27 £0,94 21,11 +2,14
AH estuério 0,2252 £ 0,0009 22,52 +0,09 49,17 £ 0,20
AH turfa 0,3065 = 0,0092 30,65 £ 0,92 63,60 +1,91
AF solo 0,0477 £0,0034 4,77 £ 0,34 13,24 £ 0,94
AF estuario 0,0351 £ 0,0022 3,51 +£0,22 8,44 £ 0,53
AF turfa 0,0647 = 0,0030 6,47 £ 0,30 14,54 + 0,67

Os valores das constantes sdo maiores para os AH do que para o0s
AF. Estes dados correlacionam-se bem com o contetdo de CO (Tabela 3) e grau de
insaturacdo das amostras, que sao maiores nos primeiros. Entre os AH e AF a
amostra de turfa apresentou maior valor da constante devido a maior conteudo de
CO e aromaticidade em relacdo as amostras de estuério e solo.

Simultaneamente a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia,
observou-se o comportamento das bandas vibronicas | e Il do pireno (Figura 15),

sendo verificado um leve declinio nos valores da relacdo entre as bandas com a
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concentragdo de SH. Este decréscimo indica que ao aumentar a concentracdo de
AH, o pireno percebe um ambiente mais hidrofdbico.

1,80

WALl

1,40 T T T T T T T T T T T T 1

Concentracdo AH (mg L™

Figura 15. Variacdo da relacdo de intensidade das bandas | e Ill do pireno com a concentracdo de
AH de solo.

A observacdo acima esta de acordo com estudos de diversos
pesquisadores os quais afirmam que em presenca de poluentes apolares as SH
podem organizar-se formando microambientes hidrofébicos, Sierra et al., (2005). O

efeito nas bandas foi observado tanto em AH quanto em AF.

4.4 Extracéo de Pireno de Solucéo de SH

Objetivando relacionar os valores de K., com a capacidade de SH
de capturar pireno em meio aquoso foi realizada a extracdo de pireno de solugcdes
de SH. O pireno, captado num trap, sem o0 contato com o supressor, foi avaliado por
fluorescéncia, Figura 16. Este procedimento nédo foi realizado para todas as

amostras devido o gasto de nitrogénio ser elevado.
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Figura 16. Os espectros de fluorescéncia do pireno recuperado a partir de solugbes contendo AH
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Os resultados para as amostras estudadas sdo dados na Tabela 6.
A quantidade de pireno livre no meio é inversamente proporcional a quantidade de
AH na solugéo, exceto para o AF de estuario. No geral, o efeito segue a tendéncia

AH turfa > AH solo > AH estuéario > AF turfa.
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TABELA 6 . EXTRAGAO DE PIRENO DE SOLUCOES DE SH.

Amostra [SHImgL * % Pireno livre

10 50,9

AH Solo 30 37,2
50 28,9

10 64,7

AH Estuéario 30 40,7
50 28,7

10 48,7

AH Turfa 30 29,6
50 17,3

10 52,7

AF Estuéario 30 54,9
50 57,1

10 81,0

AF Turfa 30 55,3
50 43,8

Conforme o esperado, os AH retém mais pireno que os AF, o que
concorda com os valores de Kq.. A ndo concordancia entre as constantes e as
porcentagens de pireno livre, em alguns casos também podem ser associadas as
limitacdes do método de extracdo. Exemplo: volatilizacdo do etanol do trap.

Para AF de estuario observa-se que a quantidade de pireno livre é
praticamente independente da concentracdo de AF, isso nos leva a crer que a
supressdo de fluorescéncia ocorre por outros mecanismos além da supresséo
estatica. Através da analise elementar e espectroscopica pode-se afirmar que o AF
de estuario é um material mais alifatico e saturado do que as outras amostras. Estas
caracteristicas levam a uma menor tendéncia em formar agregados e cavidades
hidrofébicas . J& para o AF de turfa foi possivel observar uma tendéncia semelhante
aos AH, isto se deve a seu maior grau de insaturacdo em relacdo aos AF de solo e
estuario. Os AH de solo e estuario apresentaram comportamento semelhante sendo

gue AH turfa foi o que apresentou melhor desempenho na agregacéo do pireno.
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Os resultados gerais levam a crer que e a supressao de
fluorescéncia € predominantemente estatica devido a inclusdo do pireno nas
cavidades hidrofobicas das SH.

Mesmo em concentragdes baixas, as SH mostraram-se eficientes na
captura de pireno, chegando a agregar até 80 % do HPA, como no caso do AH de
turfa. Este efeito confirma o papel das SH no destino de poluentes e na sua

disponibilidade aos organismos nos ambientes naturais.
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5 CONCLUSAO

A analise elementar e as razbes atbmicas das amostras mostram
gue estas tém caracteristicas revelam a fonte da MO. Fica evidente a influéncia
marinha nas SH de estuario, devido a MO de origem ter um contetdo maior de N.
Os baixos valores de C/H para SH de solo e estuéario revelam que estes sedimentos
sdo pouco aerados e que had uma deposicdo continua de MO, constituindo um
material geoquimicamente recente e pouco humificado. A turfa por apresentar SH
com relagdes atbmicas elevadas mostra caracteristica de um material mais antigo
com maior grau de humificacao.

O estudo espectroscopico mostra que as SH sao ricas em grupos
funcionais oxigenados. As SH de estuario e solo por serem provenientes de
materiais mais recentes, apresentam absor¢cdo mais evidente na regido de 2940 e
2850 cm™, caracteristico de grupos metileno alifaticos. E possivel pelas intensidades
das absorcdes na regigo de 1720 e 1600 cm™ diferenciar as SH com maior contetido
de grupos nitrogenados. Através dos espectros é possivel diferenciar AH de AF e
justificar as diferencgas de solubilidade.

As constantes de equilibrio pireno/SH mostraram-se proporcionais ao
contetudo de CO das amostras. Os AH sdo capazes de sequestrar 0 pireno em meio
aquoso reduzindo sua disponibilidade no ambiente sendo que para as amostras
estudadas este efeito ndo tem uma relagdo direta com Kg. Estudos com mais
amostras sdo necessarios para confirmar (ou nao) esta observacao.

A diminuicao dos valores da razdo das intensidades de fluorescéncia
das bandas | e Ill do pireno como fungdo da concentracdo de AH, indica que a
atenuacao da fluorescéncia deve ser consequéncia da captura do composto apolar
em micro ambientes hidrofébicos existentes nas SH em meio aquoso, sendo estes
relacionados com o grau de insaturacdo e condensacao da amostra.

Os resultados mostram que a supressao de fluorescéncia do pireno
se deve ao EFI pela absorcao de radiacéo pelas SH e a supressao estética devido a

agregacao do pireno pelas SH formando um agregado nao fluorescente.
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