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RESUMO

O complexo estuarino lagunar Mundau - Manguaba é um importante
ecossistemas para o estado de Alagoas, rico em matéria organica dissolvida
tornou-se uma fonte para o desenvolvimento de diversas espécies de plantas e
animais. A degradacgédo de residuos de plantas e animais presentes nesse
ecossistema propicia a formagédo das substadncias humicas aquaticas, principal
componente da matéria organica natural e responsavel pela disponibilidade de
contaminantes e nutrientes no ambiente. O objetivo deste trabalho foi extrair e
caracterizar substancias humicas aquaticas do complexo lagunar Mundau-
Manguaba pelas técnicas Uv-vis, Fluorescéncia sincronizada, Ressonancia
magnética de °C e 'H, Espectroscopia ordenada de difusdo (DOSY), e
carbono organico total (COT) para assim, analisar a influéncia estrutural com a
capacidade de complexacdo com ions mercurio (ll). Foi possivel observar que
as substancias humicas aquaticas da laguna Manguaba s&o mais humificadas,
esta caracteristica esta relacionada com o tempo de renovacao das aguas da
laguna Manguaba. As substancias humicas aquaticas da laguna Manguaba
também apresentaram maior proporcdo de estruturas de ligninas
provavelmente lixiviadas, como também, se mostraram mais aromaticas. O
perfil das substancias humicas aquaticas das respectivas lagunas evidenciaram
a maior predominancia de grupos alifaticos para a estrutura destas,
provavelmente derivados dos acidos fulvicos. A capacidade de complexacao
por ions mercurio se mostrou maior para as amostras da laguna Mundau
evidenciando menor afinidade por estruturas aromaticas.

Palavras-chave: Matéria organica dissolvida, complexo estuarino lagunar Mundau-
Manguaba, caracterizagao, complexacéo, ions Hg (ll).



ABSTRACT

The Mundau estuary complex - Manguaba is an important ecosystem for the
state of Alagoas, rich in dissolved organic matter has become a source for the
development of diverse species of plants and animals. The degradation of
residues of plants and animals present in this ecosystem leads to the formation
of humic substances, the main component of natural organic matter and
responsible for the availability of contaminants and nutrients in the environment.
The objective of this work was to extract and characterize humid substances
from the Mundau-Manguaba lagoon complex by Uv-vis techniques,
Synchronized Fluorescence, Magnetic Resonance of 3C and 1H, Distributed
Spectroscopy (DOSY), and Total Organic Carbon (TOC), to analyze the
structural influence with the complexation capacity with ions mercury (Il). It was
possible to observe that the humic substances of the Manguaba lagoon are
more humid, this characteristic is related to the time of renewal of the waters of
the lagoon Manguaba. The water humic substances of the Manguaba lagoon
also had a higher proportion of lignin structures probably leached, as well as
being more aromatic. The profile of the aquatic humic substances of the
respective lagoons evidenced the greater influence of aliphatic groups for the
structure of these, probably derived from the fulvic acids. The complexation
capacity for mercury ions was higher for the Mundau lagoon samples, showing
lower affinity for aromatic structures.

Keywords: Dissolved organic matter, estuarine lagoon complex Mundau - Manguaba,
characterization, complexation, ions Hg (Il).
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1 INTRODUGAO

1.1 Complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba — CELMM

Entre as 17 lagunas presentes no litoral alagoano, duas merecem
destaque, a Mundau e a Manguaba, que constituem o Complexo Estuarino-
lagunar Mundau-Manguaba — CELMM (LEAHY, 1994).

O complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba €& um ambiente
representativo do litoral alagoano e tem valor socioeconémico significativo para
o estado de Alagoas, principalmente para a capital Maceié6 (MMA, 2005). E
também um dos mais importantes ecossistemas do Estado, sendo formado
pelo rio Mundau, o qual desagua na laguna de mesmo nome e pelo rio Paraiba
do Meio e Sumauma, os quais desaguam na laguna Manguaba. Estas lagunas
interligam-se e convergem em direcdo ao oceano atlantico (SALLES, 1995)

(Figura1).

Figura 1 — Localizacdo do complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba

ESTADO DE ALAGOAS

DMaceid
-

" Rio Mundau

Rio
Paraiba

Alarechal
Deodors

Oceano

Atlantico
Rio Sumauma

Fonte: ARAUJO, M. S. L. C., CALADO, T.C.S. (2008).

O CELMM possui uma area total de 7844 km?, sendo 4126 km?

pertencentes a laguna Mundau e 3718 km? da laguna Manguaba. O clima é
15



tropical e semiumido com duas estacbes bem definidas: seca (setembro a
marcgo) e umida (abril a agosto) (OLIVEIRA; KIERFVE, 1993).

Esta regido destaca-se por diversos fatores, como: extensdo de suas
lagunas, proximidade da capital do Estado (Maceid), niumero de pessoas
envolvidas em atividades de pesca, produtividade, problemas ambientais e
sociais (SALLES, 1995, ARAUJO, 2008). SILVA e SOUZA (2008), estimam que
um grande numero de pessoas, cerca de 260.000, depende direta ou
indiretamente do CELMM como fonte de sustento.

Os estuarios, como o CELMM, estdo entre as regides com maior
desenvolvimento produtivo e constitui um importante meio de vida para as
populagcdes que vivem em suas margens e deles retiram a maior parte do seu
sustento. Porém, apesar da importancia que esses ecossistemas
desempenham para populacbes humanas e para varias espécies de
organismos que deles dependem, esse ecossistema vem sendo impactado por
atividades antrdpicas, tornando-se receptores de efluentes domésticos e
industriais, acarretando alteragdes em suas condigées ambientais (SANTOS et
al., 2009). Dentre as principais atividades antropicas, destaca-se o langamento
de esgotos sanitarios, disposicdo inadequada de residuos solidos,
assoreamentos, eutrofizacdo, lancamentos de efluentes industriais nao
tratados, baixa participacdo e comprometimento social no gerenciamento do
complexo, ocupacdo desorganizada no entorno, praticas agricolas
inadequadas, pescas inadequadas, aporte de fertilizantes e pesticidas
utilizados na agricultura da cana-de-agucar.

Essas acbes comprometem a saude publica por meio de doencas de
veiculagédo hidrica e também as atividades turisticas da regido. A exploragéo
pesqueira de forma desorganizada do entorno, gera consequéncias
socioecondmicas, como também problemas ambientais através da disposicao
de residuos langados pelos moradores e pelas industrias (SILVA, et al 2009).

O estudo da matéria organica presente nesses ecossistemas revela a
contribuigdo sobre origem, natureza, propriedades, importancia e destino final

dessa matéria no ambiente considerado.
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Sabendo que esse estuario vem sofrendo degradacéo ambiental devido
as atividades antropicas, e que estas trazem muitas consequéncias para o
ambiente, sao necessarios estudos que possibilitem compreender a
disponibilidade desses contaminantes e sua interagdo com a matéria organica

presente nesse ecossistema.

1.2 Matéria orgéanica natural

A expressdo matéria organica natural (MON) é utilizada para designar
toda matéria organica existente nos reservatorios ou ecossistemas naturais,
sendo diferente da matéria organica viva e dos compostos de origem
antropogénica. Cerca de 20% da MON presente nos ecossistemas naturais
consiste de compostos com estrutura quimica definida, tais como carboidratos
e aminoacidos (ROSA et al., 2004). Os outros 80% correspondem a uma
mistura complexa de varios compostos com estrutura quimica indefinida e
relativamente resistente a degradacgdo. Considerando toda a diversidade dos
processos naturais de sintese e degradagcdo, o numero de constituintes
existentes nessa mistura pode ser infinito (BUFFLE et al., 1990). Em ambientes
terrestres ou aquaticos, os principais constituintes da MON sao as substancias
hamicas (SH).

A matéria organica natural pode ser classificada de acordo com a origem
do material de partida para formacado desses compostos. A matéria organica
natural de origem aquagénica (MOA) refere-se aquela formada na agua, pela
excrecdo e decomposicao de plancton e bactéria aquatica, enquanto a matéria
organica de origem pedogénica (MOP), refere-se a decomposicado de plantas
terrestres e microorganismos, incluindo material lixiviado dos solos para os
sistemas aquaticos (MACALADY, 1998).

A matéria organica natural (MON) tem sido foco de estudo em ambientes
aquaticos devido a sua atuagdo como tampdes em aguas com baixos teores de
alcalinidade, no transporte e degradagdo de substancias organicas e/ou
inorganicas vitais e téxicas ao sistema, na mobilizacdo e transporte de
espécies hidrofébicas (OLIVEIRA et al., 2006).

17



1.3 Substancias humicas

As substancias humicas sao formadas por processos microbioldgicos,
pela decomposicdo de residuos de plantas e animais, na qual consistem de
uma grande variedade de sub-estruturas alifaticas e aromaticas (STEVENSON,
1994).

As SH sao amorfas, coloragdes escuras e possuem muitas funcdes
organicas, tais como derivados dos grupos carboxilicos, fendlicos, endlicos,
alcodlicos, quinonas, dentre outros. Possuem massa molar aparente que varia
de centenas a milhares de unidades de massa atébmica (u.m.a) e séo bastante
resistentes a degradagcdo quimica e Dbiolégica (SCHNITZER, 1978;
STEVENSON, 1994).

As SH sao operacionalmente fracionadas de acordo com sua
solubilidade em meio aquoso, e podem ser fracionadas em acidos fulvicos
(AF), acidos humicos (AH) e humina. O &cido humico é a fragdo pouco soluvel
em agua em pH < 2, o acido fulvico é a fragcao soluvel em agua sob quaisquer
condicdes de pH e a humina é a fracdo de menor solubilidade em qualquer
valor de pH (THURMAN, 1985; MOBED et al., 1996, FALLER, 2006).

As caracteristicas das SH podem variar dependendo da origem e tempo
de formacdo do material (CHIN et al., 1998) e esses processos ainda sao
estudados. Na Figura 2 estdo representadas as provaveis rotas para a
formagdo das substancias humicas: excre¢do, secrecdo € 0S processos

intermediarios da decomposic¢ao de organismos (WINTER et al., 2007).

Figura 2 — Rotas de formacéao das substancias humicas

I Residuos vegetais ¢ animais I

I Agao de microorganismos l

Agucares ; . Produtos de
Polifendis degradagio de lignina

Compostos
nitrogenados Ligninas
modificadas

Quinonas Quinonas

Substincias hamicas

Fonte: ROCHA (2003)
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1.4 Substancias humicas aquaticas (SHA)

As substancias humicas aquaticas (SHA) estdo presentes em
ecossistemas aquaticos naturais, sendo responsaveis pela coloragdo escura
das aguas.

THURMAN & MALCOLM (1981) definiram operacionalmente as SHA
como a porgao nao especifica, amorfa, constituida de carbono organico
dissolvido (COD) em pH 2 e adsorvente em coluna de resina XAD 8 com altos
valores de coeficiente de distribuicdo. A matéria organica retida na resina é
eluida com solugdo de NaOH 0,1 mol'L™. Assim, o extrato alcalino de material
organico é denominado como substancias humicas aquaticas.

Ainda, de acordo com THURMAN & MALCOLM (1981), as SHA
compreendem cerca de um terco até a metade do carbono orgénico dissolvido
em aguas e sao constituidas em sua maior parte por acidos hidrofébicos
podendo apresentar concentracdao de 20 mg L' em aguas de subsolo e
chegando a 30 mg L™ em aguas de superficie de acordo com MacCARTHY e
SUFFET (1989).

As SHA podem ser de origem aléctone que sao as levadas por lixiviagao
elou erosao dos solos e transportadas aos lagos, rios € oceanos pelas aguas
das chuvas, pequenos cursos de agua e aguas subterrdneas ou as autoctones
que sdo as derivadas dos constituintes celulares e da degradacdo de
organismos aquaticos nativos (HAYES et al., 1989).

De acordo com ROCHA E ROSA (2003), cerca de 90% das substancias
huamicas dissolvidas em aguas séo constituidas de acidos fulvicos, e o restante
por acidos humicos. Essas caracteristicas de composicdo das fracbes de
substancias humicas em ambientes aquaticos podem mudar de acordo com o

ambiente e a influéncia das atividades antrépicas.

1.5 Estrutura das substancias humicas

Desde o século XIX, modelos vém sendo propostos para a estrutura das
substancias humicas, porém ainda nao existe um modelo estrutural que

expligue totalmente a composicdo quimica, estrutura, forma e tamanho
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(KONONOVA, 1966; SCHNITZER, 1978; CLAPP E HAYES, 1999; BURDON,
2001; PICCOLO, 2001).

SCHULTEN E SCHNITZER (1995) propuseram uma estrutura para as
substancias humicas na qual seriam compostas de macromoléculas organicas,
com caracteristicas similares as macromoléculas biolégicas, como proteinas,
polissacarideos, acidos nucléicos e ligninas.

SCHULTEN E SCHNITZER (1997) e SEIN et al., (1999) propuseram a
existéncia de alguns espacos vazios de diferentes tamanhos que podem alojar
outros compostos organicos, hidrofilicos ou hidrofébicos, como carboidratos,
lipideos, pesticidas e também componentes inorganicos, como argilas, éxidos e
hidroxidos, baseados no modelo da macromolécula. A Figura 3 representa o
modelo tridimensional proposto por SEIN et al., (1997) para uma fragdo das
substancias humicas.

De acordo com FALLER (2006), isso ocorre pela complexidade,
heterogeneidade e falta de uma identidade estrutural genérica para as SH, a

qual é fortemente influenciada pelo grau e mecanismo de decomposicao.

Figura 3 - Modelo estrutural tridimensional proposto por Sein para o acido
humico.
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Fonte: SEIN et al., (1999)
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ALVAREZ-PUEBLA et al., (2006) propds um modelo estrutural para os

acidos fulvicos, representado na Figura 4.

Figura 4 - Modelo estrutural proposto por Alvarez-Puebla para acidos fulvicos.
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Fonte: ALVAREZ-PUEBLA et al., (2006).

De acordo com DUCHAUFOUR (1982), citado por BENITES et al,
(2003), os acidos fulvicos sdo os compostos de maior solubilidade por
apresentarem maior polaridade e menor tamanho, de acordo com a teoria
macromolecular das SH. No entanto, estudos baseados em analises por
cromatografia de alta resolugéo por exclusdo de tamanho molecular (HPSEC,
do inglés high-performance size exclusion chromatography) (PICCOLO, 2002),
espectrometria de massa com ionizagao por eletrospray e espectroscopia de
ressonancia magnética eletrbnica tem sugerido a natureza supramolecular das
substancias humicas.

O conceito de supramolecular embasado em PICCOLO (2001), sugere
que as SH sao formadas por moléculas pequenas e heterogéneas de varias
origens, auto-organizadas em conformag¢des supramoleculares, o que
explicaria o elevado tamanho molecular aparente das SH. De acordo com esse
modelo, os acidos fulvicos sdo associagdes de pequenas moléculas hidrofilicas
dispersas em solucdo devido a repulsdo eletrostatica das cargas negativas
provenientes da dissociacdo dos grupos acidos, como por exemplo, 0s
carboxilicos, a qualquer valor de pH. Os acidos humicos sao constituidos por

associagcbes de estruturas hidrofébicas, que sao estabilizadas em pH neutro
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por forgcas dispersivas hidrofébicas. Os acidos humicos aumentam
gradualmente em tamanho com o decréscimo do pH até a sua precipitagao
(PICCOLO, 2001).

Reforcando a teoria supramolecular, o trabalho de SIMPSON et al.,
(2002), mostrou que as SH extraidas dos solos sdo formadas por uma mistura
de substancias agregadas de baixa massa molar (proximo de 2000 Da), e
entdo propuseram um modelo estrutural ilustrando como as principais
estruturas identificadas nas SH poderiam formar um agregado na presenca de
cations metalicos de ocorréncia natural nos ecossistemas terrestres. A Figura 5
mostra esse modelo supramolecular para o AH, na qual as unidades vermelhas
representam cations metdlicos, as azuis os polipeptideos, as pretas os
polissacarideos, as verdes as cadeias alifaticas e as marrons os fragmentos

aromaticos provenientes da lignina.

Figura 5 - Modelo supramolecular proposto por Simpson para acido humico.

Fonte: SIMPSON et al., (2002).

Os acidos humicos e acidos fulvicos apresentam grandes quantidades
de grupos funcionais contendo oxigénio tais como carboxilas, hidroxilas

fendlicas e carbonilas de varios tipos (STEVENSON, 1985). Devido ao alto teor
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de oxigénio encontrado na estrutura das SH, elas tém excepcional capacidade
para complexar metais (OLIVEIRA, 2007).

1.6 Importancia das substancias humicas para o ambiente

As SH influenciam na toxicidade de alguns metais, formando complexos
com diferentes labilidades relativas (ROCHA et al., 1998), reduzindo a
toxicidade de certos espécies como Cu(ll), Hg(ll), Al(lll) para organismos
aquaticos e solos (ROCHA & ROSA, 2003).

ROSA et al., (2007) relatam a influéncia das SH como agentes
complexantes no transporte de metais potencialmente téxicos em sistemas
aquaticos. Dependendo das condigdes do meio, possuem caracteristicas oxi-
redutoras, influenciando na reducao de espécies metalicas e fluxos para a
atmosfera (ROCHA et al., 2000; ROMAO et al., 2002).

De acordo com WERSHAW (1993), as propriedades fisico-quimicas do
solo e de sedimentos sdo em larga extensdo controladas pelas substancias
humicas. ROCHA & ROSA (2003) afirmam que as SH atuam no mecanismo de
sor¢gdo no solo de gases organicos e inorganicos da atmosfera. Interagem
também com compostos organicos antropicos, por exemplo, xenobidticos por
efeitos de adsorgdo, solubilizagdo, hidrélise, processos microbiolégicos e
fotossensibilizantes (BARCELO, 1991; SANTOS et al., 1998).

1.7 Caracterizagao das substancias humicas

A matéria organica dissolvida é fundamental na interacao e transporte de
muitos contaminantes organicos e inorganicos e também na ciclagem de
nutrientes pelo ecossistema. Sua caracterizagao fisica e quimica é importante
para estudar essas reacbes e processos, como também propriedades
estruturais e funcionais que auxiliam na compreensdo dos mecanismos
responsaveis pela complexacgao, reducéo, biodisponibilidade e
mobilizagao/imobilizagdo de metais e compostos organicos (GUSSO, 2008).

Varios métodos quimicos, fisicos e espectroscépicos, utilizados com

sucesso em outras areas, tém sido aplicados na tentativa de determinar a
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composicdo e estrutura geral das substancias humicas. Os meétodos
espectroscéopicos apresentam vantagens, como utilizacdo de pequenas

quantidades de amostras e ndo alteram a sua natureza (OLIVEIRA, 2007).

1.7.1 Carbono orgéanico total (COT)

De acordo com a instrumentagéo, o carbono organico total (COT) & uma
medida da presenga de atomos de carbono organico em aguas sem qualquer

informacé&o sobre a estrutura da matéria organica (VISCO et al., 2005).

1.7.2 Espectrometria de absor¢dao molecular na regiao do UV - visivel

A espectrometria molecular na regido do ultravioleta (200 - 400 nm) e
visivel (400 - 800 nm) permite a identificagdo de transicbes de elétrons dos
orbitais moleculares -, Q- e n- de seu estado energético fundamental para
orbitais de maior energia em um estado excitado (SKOOG et al., 2005). Os
cromoforos (grupos funcionais que contém os elétrons que sado excitados
quando uma molécula absorve luz) responsaveis pela cor escura das
substancias humicas ainda ndo foram completamente definidos, mas sugere-se
uma combinagdo de varios tipos de estruturas e os mais comuns s&o
mostrados na Figura 6 (SANTOS, 2006).

Figura 6. Principais grupos cromoéforos presentes nas substancias humicas.
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Fonte: SANTOS (2006).

A matéria organica natural absorve a luz em diversos comprimentos
de onda, enquanto que outras substancias inorganicas ndo absorvem luz de
maneira significativa em A > 230 nm. Algumas substancias normalmente
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encontradas em aguas naturais e efluentes, tais como taninos, ligninas,
substancias humicas e varios outros compostos aromaticos, tém alta
capacidade de absorver luz ultravioleta (APHA, 2005). Sendo assim, a medida
de absorbancia de luz em aguas naturais € um indicador semi - quantitativo da
concentracao de matéria organica em um corpo d’agua (VILLA, 2005).

Na estrutura da MON, a maioria dos croméforos que absorvem luz na
regido UV (A < 400 nm) sdo os grupos aromaticos com varios graus e tipos de
substituicdo, incluindo fendis e diversos acidos aromaticos. Estes cromoforos
sdo associados a fragdo humica (ou refrataria) da matéria organica (VILLA,
2005).

Correlagdes podem ser obtidas entre a absorbancia na regido do
ultravioleta e visivel (UV/Vis) e o conteudo de carbono organico, cor e
substancias humicas (APHA, 2005).

Na literatura, sdo utilizadas varias absorbancias em diversos
comprimentos de onda especificos, assim como as razbes entre duas
absorbancias para determinar o grau de humificagédo e outras caracteristicas do
material humico (BOTERO et al., 2014; BOTERO, 2010; NARIMOTO, 2006).

A razao E4/Eg corresponde a razao entre as absorbancias em 465 e 665
nm e é frequentemente utilizada por varios cientistas para as caracterizagdes
das SH (SANCHES, CAMPOS & VIEIRA, 2007). Esta raz&o esta diretamente
relacionada a condensacéo das estruturas humicas, podendo ser indicativo do
grau de humificagdo, aromaticidade, massa molar e conteudo acido das SH
(TOMBACZ, 1999).

A razdo Eu/Es, apresenta uma relagdo inversa com o grau de
condensagdo de anéis aromaticos e com o grau de humificagcdo das SH
(STEVENSON, 1994; MCDONALD et al., 2004). Em complemento, de acordo
com (CANELLAS, 2001; ROCHA, BURBA 1998; BUDZIAK &
MANGRICH,2004), valores baixos (entre 2 e 5), implicam num alto grau de
aromaticidade e valores altos (acima de 10) indicam maior conteudo de cadeias
alifaticas.

A razao E,/E4 (absorbancia em 270nm e 407nm) que, de acordo com a

Lei de Beer-Lambert-Bougar esta correlacionada com a razdo entre as
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absortividades molares nesses comprimentos de onda, representa as
estruturas da lignina com maior participagdo de estruturas porfirinicas (sendo
em 407nm atribuida a banda Soret de porfirinas) originarias de decomposic¢ao
por acao de micro-organismos, além dos nematoides, anelideas e artropodes
(TAUK, 1990). A razdo E,/E4 mais alta sugere maior participagdo de plantas
terrestres com altos niveis de estruturas de ligninas (BACKES & KAMPT, 1999;
BUDZIAK & MANGRICH, 2004).

1.7.3 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

Na técnica de espectroscopia de fluorescéncia, os elétrons na molécula
de interesse sao excitados e transferidos de orbitais moleculares do estado
fundamental para orbitais moleculares ligantes e antiligantes do estado
excitado. Transigdes desse tipo envolvem a promogao de elétrons nao ligantes
(n) ou ligantes (1) para orbitais antiligantes (1*). Normalmente uma molécula
excitada eletronicamente volta ao seu estado fundamental mais baixo por uma
série de relaxagbes vibracionais rapidas e conversdes internas que nao
produzem emissao de radiagdo. Esses processos sdo altamente provaveis em
sistemas moleculares contendo atomos com pares de elétrons
desemparelhados como nitrogénio e oxigénio ou sistemas aromaticos e ou
alifaticos insaturados com elevado grau de conjugacéo, ou seja, deslocalizagao
de elétrons, como é o caso das SH (SENESI et al., 1991).

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica muito sensivel e
aplicada principalmente para o estudo seletivo de “fluoréforos” (grupos
cromoéforos que apresentam fluorescéncia em comprimento de onda
especifico). E também uma técnica bastante seletiva, uma vez que ambos os
comprimentos de onda, de excitacdo e de emissao, dependem do composto de
interesse, fazendo com que o sinal de fluorescéncia coletado seja caracteristico
para cada molécula em estudo (SANTOS, 2006; FIALHO, 2007).

Esta técnica fornece informagdes que podem ser usadas para diferenciar
e classificar a MO natural de acordo com a sua origem, génese e natureza,

também para identificar estruturas moleculares e funcionalidades, sendo muito
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sensivel a presenga de metais pesados e contaminantes organicos (MILORI et
al., 2002; NARIMOTO, 2006).

Nos estudos de SH o uso da técnica de fluorescéncia é baseado na
presenca estavel de estruturas fluorescentes intrinsecas a molécula humica e
aos seus precursores, particularmente anéis aromaticos, grupos quinonas e
fendis (SENESI et al., 1991).

Normalmente os espectros de fluorescéncia permitem diferenciar as SH
pela sua natureza e origem (SENESI et al.,, 1991). Uma intensidade de
fluorescéncia baixa e comprimentos de onda longos, caracteristica tipica de AH
naturais que independem da origem, podem ser associados a compostos de
alta massa molecular que possuem sistemas com ligagcdes insaturadas e anéis
aromaticos condensados e/ou substituidos por grupos que atraem os elétrons
tais como carbonila e carboxila (SENESI et al., 1991). Ja as altas intensidades
de fluorescéncia e comprimentos de onda curtos podem ser associados a
compostos de baixa massa molecular com baixo grau de condensagao
aromatica e baixos niveis de cromoforos conjugados, altamente substituidos
por grupos doadores de elétrons como hidroxila, metoxila e grupos amino
(SENESI et al., 1991; OLK et al., 2000; PEURAVUORI et al.,2002)

Algumas metodologias na literatura tém sido descritas no sentido de
aplicar esta técnica para avaliagdo do grau de humificagdo das SH e
caracterizacao das fragdes presentes na macromolécula.

A fluorescéncia sincronizada é uma técnica bidimensional, requer uma
Unica varredura e satisfatoriamente tem sido usada na avaliagdo de fontes de
MOD em sistemas aquaticos (LU et al., 2006; JAFFE et al, 2001; JAFFE et
al.,2004; HENDERSON et al., 2009).

A excitacao sincronizada fornece os dados de comprimento de onda de
emissao e excitacdo paralelamente durante as analises, uma vez que, os
monocromadores de excitacdo e emissdo sdo escaneados sincronizadamente
mantido constante o intervalo de comprimentos de onda (LOMBARDI; JARDIM,
1999).

De acordo com a metodologia de KALBITZ et al., (1999), o espectro de

varredura sincronizada das SH apresentam dois picos ao redor de 360 e 400
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nm e um ombro em torno de 470 nm. Esses perfis mudam dependendo do grau
de humificacdo, e isto pode ser medido através da razao entre os picos de
fluorescéncia. Sendo esta razdo diretamente proporcional ao grau de
humificagdo. A regido do espectro com comprimentos de onda mais para o
vermelho (maior comprimento de onda) é associada a nucleos aromaticos
substituidos e/ou conjugados. A regido mais para o azul (menor comprimento
de onda) é associada a compostos mais simples. Assim, a razao entre a
intensidade de fluorescéncia em 400 e 360 nm (1400/1360), ou 470 e 360 nm,
pode ser utilizada para medir o grau de humificagcdo das SH dissolvidas em
NaHCO; 0,05 mol L™.

Na metodologia proposta por JAFFE et al., (2004), sdo medidas as
intensidades dos picos nos respectivos intervalos de comprimentos de onda:
270 — 298 nm, 320 — 370 nm, 370 — 400 nm e 420 — 480 nm.

No trabalho realizado por COSTA (2011), a Figura 7 mostra o espectro
de fluorescéncia molecular sincronizado obtido para as amostras das bacias

hidrograficas do estado de Sergipe.

Figura 7. Espectro de fluorescéncia molecular — modo sincronizado — obtido

para a matéria organica dissolvida na agua do rio Piaui, 2007.
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O pico |, centrado entre 280-298 nm ¢é atribuido a presenca de
aminodacidos aromaticos e alguns outros acidos volateis que apresentam uma
estrutura alifatica altamente conjugada (PEURAVOURI et al., 2002). FERRARI;
MINGAZZINI (1995), CHEN et al., (2003) em seus trabalhos, relatam que o
pico |, se estiver centrado entre 270 - 310 nm, é considerado como semelhante
a de proteinas, ou proveniente da emissao de fluorescéncia de compostos
monoaromaticos. COBLE et al., (1998) e LU et al., (2006) também apontam
que o pico |, 274 - 286 nm, indica a presenca de proteinas relacionadas com a
atividade microbiana primaria. DETERMANN et al., (1998) também descrevem
o pico |, como compostos tipo proteina, fragmentos de proteinas apresentando
caracteristicas estruturais de aminoacidos aromaticos, como tirosina, sendo
estes fluoréforos de origem biologica algal ou bacteriana recente, da
decomposi¢cao de fitoplancton ou fragmentos de membranas celulares e
correspondem a uma fragdo mais labil da matéria organica dissolvida.

O pico Il esta entre 300 - 365 nm e pode ser atribuido a presenca de
compostos com dois anéis aromaticos, como exemplo, naftaleno e seus
derivados, triptofanos (FERRARI; INGAZZINI, 1995; CHEN et al., 2003) ou sao
estruturas formadas por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com trés ou
quatro anéis conjugados (PEURAVOURI et al., 2002).

O pico lll, cujo intervalo espectral € mais extenso, 370 - 420 nm,
caracteriza-se pela presenga de acidos fulvicos estando estes em
comprimentos mais préximos de 370 — 400 nm (FERRARI; INGAZZINI 1995;
CHEN et al., 2003; JAFFE et al., 2004).

O intervalo entre 400 - 420 nm corresponde as estruturas policiclicas
aromaticas formadas por cerca de cinco anéis conjugados (PEURAVOURI et
al., 2002).

O pico IV tem seu maximo de intensidade de fluorescéncia centrado em
torno de 450 — 460, isso corresponde a regido dos acidos humicos (FERRARI;
INGAZZINI, 1995; CHEN et al., 2003; JAFFE et al., 2004; COBLE et al., 1998;)
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1.7.4 Ressonéncia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) é
basicamente outra forma para caracterizar as SH. Em condi¢gdes adequadas
sob um campo magnético, uma amostra pode absorver radiagao
eletromagnética na regido de radiofrequéncia em uma frequéncia dependente
das caracteristicas estruturais da amostra. O espectro obtido € um registro
grafico das frequéncias dos picos de absorgdo em fungado de suas intensidades
(SILVERSTEIN et al., 1991).

Em funcdo da elevada abundancia isotopica e razdo giromagnética de
hidrogénio ('H), seus ntcleos sdo mais facilmente observados que os de *C. A
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio 1 e carbono 13 (RMN 'H e RMN
13C) sdo técnicas empregadas para caracterizar as estruturas
supramoleculares, uma vez que podem fornecer informagdes sobre o teor e
tipo de carbonos e hidrogénios presentes, os quais podem ser obtidos pela
integracao dos picos nas regides especificas dos espectros (SWIFT, 1996).

Para analise, os espectros tém sido divididos em regides
correspondentes as classes quimicas especificas, como exposto na Tabela 1

para "°C e na Tabela 2 para 'H.

Tabela 1 — Atribuicdes do deslocamento quimico em espectro de RMN 3¢

para substancias humicas.

Possiveis atribuicbes para os '°C Regides espectrais ()
-Carbono alifatico 0-50

-Eteres, hidroxilas e acucares 50-90

-C aromatico 90-162

-C carboxilicos, ésteres e amidas 162—190

- C=0 de aldeidos e cetonas 190-250

SLOBODA et al., (2009)
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Tabela 2 — Atribui¢cdes do deslocamento quimico em espectro de RMN H para

substancias humicas.

Tipo de préton Deslocamento quimico
C-CHn (n=2; 3) 0-1.6
(0)-CO-CHn

Proétons alifaticos

Atomo de carbono ligado a um anel de 1.6-3.0
benzeno

O-CHn

N-, CHn (n=1; 2) 3.3-4.5
Olefina e aromaticos 5590

ROCHA et al., (1999)

Essas técnicas também possuem vantagens como a utilizagdo de
pequenas quantidades de amostras (STEVENSON, 1994), sendo que cada
uma delas oferece determinadas informagdes, e seus resultados se
complementam, evidenciando tendéncias e peculiaridades das amostras
estudadas. Outra vantagem é que nao utiliza reagentes que alteram a estrutura

das SH e dessa forma ndo compromete os resultados das analises.

1.7.5 Espectroscopia ordenada de difusao (DOSY)

A técnica de espectroscopia de RMN ordenada por difusdo (DOSY-
RMN) representa uma poderosa ferramenta para estudos estruturais de
agregacao da matéria organica natural. DOSY é um tipo de espectroscopia de
RMN, a qual utiliza ecos de spins na presenga de campo magnético pulsado
para medir o coeficiente de difusédo (difusédo translacional) dos componentes de
uma dada mistura em solugao. Medidas de difusdo por RMN foram feitas desde
a descoberta dos ecos de spin por HAHN (1950), onde sao discutidos os
efeitos da difusdo molecular sobre as amplitudes dos ecos de spin. A
magnitude do coeficiente de difusdo permite obter informacdes diretas sobre a
dindmica molecular, incluindo interagdes intermoleculares, niveis de agregacao
e mudancas conformacionais. Essa técnica é particularmente adequada para
amostras complexas, pois fornece a correlagdo direta entre a difusao
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translacional e o deslocamento quimico em 2D e sem necessidade de prévia
separagdo dos componentes da mistura (SMEJKALOVA & PICCOLO, 2008).

MORRIS et al., (1999) utilizou o DOSY em um estudo para avaliar a
distribuicdo de coeficientes de difusdo em varios acidos fulvicos e humicos a
fim de descrever qualitativamente a polidispersidade de misturas (SIMPSON et
al., 2001).

1.8 Mercurio

O mercurio € o unico metal liquido existente em condi¢gdes normais de
temperatura e pressao. Conhecido desde a antiguidade, sua designagdo em
latim, hydrargyrum, significa prata liquida com a qual se assemelha
(NASCIMENTO e CHASIN, 2001).

O mercurio € pouco solivel em agua (6.10° g L™'; 25°C), liquido, volatil
(1,22 10° mm; 20°C) e de acordo com Pearson (1963) é classificado como
metal da “classe B (STUMM e MORGAN, 1981).

O mercurio pode estar presente nas formas metalica (mercurio
elementar), inorganica e organica. Mercurio metalico é branco-prata brilhante e
liquido a temperatura ambiente.

Compostos de mercurio inorganico ocorrem quando reage com
elementos tais como enxofre, cloreto ou oxigénio. Esses sais de mercurio sao
cristais brancos, exceto o sulfeto mercurico (também conhecido como cinabrio),
o qual é vermelho e torna-se preto apds exposicdo a luz. Compostos
organomercuriais sdo espécies nos quais o mercurio esta ligado a atomos de
carbono. Existe uma grande variedade de compostos organicos de mercurio,
entretanto o mais comum é o metil mercurio (monometilmercurio) que € a forma
mais toxica (OLIVEIRA, 2007, MIRANDA et al., 2007).

A contaminacdo de ambientes por espécies potencialmente téxicas foi
ignorada até o tragico evento em Minamata no Jap&do em 1932, que através da
continua descarga de metil-mercurio proveniente dos efluentes de uma
industria de acetaldeido entre 1932 e 1964, houve contaminacdo da baia,

bioacumulagdo através de cadeia trofica. Como consequéncia, ocorreram
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intoxicagdes humanas que causaram a morte de centenas de pessoas e
deformacdes fetais em gestantes (LACERDA, 1997).

As contaminagdes por espécies potencialmente téxicas ndo sé&o
causadas apenas por acidentes, pois nas ultimas décadas grandes
quantidades desses elementos vém sendo jogados nos rios, lagoas, aterros,
mares, entre outros locais como residuos industriais sem nenhum tratamento
prévio. Esses elementos podem ser absorvidos pelos vegetais e animais das
proximidades, provocando graves intoxicagcdes ao longo da cadeia alimentar
(MOHN et al., 1999).

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente estando presente em
diferentes estados de oxidagao. Encontra-se principalmente associado a outros
elementos, sendo enxofre o mais comum. Uma importante fonte de mercurio é
o minério cinabrio (HgS), com as maiores reservas encontradas em Almadén
na Espanha, Monte Amianta na Italia e idria na luguslavia (MICARONI et al.,
2000).

As principais fontes emissoras de mercurio por meio de atividades
antrépicas sao as industrias que queimam combustiveis fosseis e as de tintas a
base de espécies mercuriais (NASCIMENTO e CHASIN, 2001).

O mercurio em aguas naturais ocorre de diferentes formas, incluindo
mercurio elementar (Hg®), mercurio idnico (Hg(l), Hg(ll) e mercirio metilado
(CH3Hg®, (CHas)Hg). O mercurio ndo possui nenhuma fungdo dentro do
organismo e sua acumulagao pode provocar graves doengas, sobretudo nos
mamiferos (MOHN et al, 1999). As espécies monometiladas (CHsHg") —
metilmercurio - sdo classificadas como neurotoxinas (HALBACH, 1995).

De acordo com PORCELLA (1994), ha grande afinidade do mercurio
pelo tecido adiposo em animais e o metilmercurio tende a bioacumular mais
facilmente do que outras espécies mercuriais. Sabe-se que a maior parte do
mercurio presente em humanos € proveniente do consumo de peixes e quase

todo mercurio (> 95%) nesses animais ocorre como metilmercurio.
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1.8.1 Interagdo mercurio-matéria organica dissolvida

A matéria organica presente em ambientes aquaticos interage com
mercurio influenciando no transporte, especiacdo, solubilidade e
biodisponibilidade (BUFFLE, 1988).

Fortes interagdes entre mercurio e matéria organica dissolvida tém sido
indicadas por correlacbes positivas entre suas concentracbes em aguas
naturais (KOLKA, et al., 1999). Dependendo das condigbes do meio a matéria
organica dissolvida pode acelerar ou inibir a formacao de espécies tdxicas e
bioacumulativas de metilmercurio (WEBER, 1993).

A formacdo do complexo com a MOD limita a disponibilidade de
mercurio Hg(ll) para bactérias metiladoras e a disponibilidade de metilmercurio
para a bioacumulagdo. As fracbes acidos humicos e fulvicos da MOD sao
capazes de reduzir mercurio idnico para mercurio elementar volatil (ALBERTS
etal., 1974),

Os grupos funcionais mais comumente encontrados na MOD séo acidos
carboxilicos, fendis, ions amédnio, alcoois e tidis. Destes diferentes grupos,
acidos carboxilicos e fendis contribuem com 90% da acidez da matéria
organica (THURMAN, 1985).

De acordo com SCHNITZER e SKINNER (1966) os metais ligam-se a
unidades estruturais aromaticas de ftalato e salicilato na matéria organica.
LEENHEER et al. (1998) relataram que a matéria organica contém sitios
ligantes polidentados com potencial para ligagées de esfera interna e externa.
Embora haja abundancia de acidos carboxilicos e outros grupos funcionais
contendo oxigénio na MOD, mercurio se liga preferencialmente a tidis e outros
grupos contendo enxofre, os quais estdo presentes apenas em quantidades

pequenas na matéria organica. OLIVEIRA, (2007).

1.8.2 Espectrometria de fluorescéncia atbmica com geragao de vapor frio
(CVAFS)

A geracao de vapor frio foi desenvolvida para amostras liquidas e se
baseia na reducao de ions mercurio ao estado fundamental através de reagcao

com Sn(ll) ou borohidreto em solugdo aquosa (HATCH, 1968). Devido a alta
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volatilidade do mercurio metalico, a geragdo de vapor frio permite sua
determinagdo na fase de vapor sem que haja necessidade do uso de
atomizadores eletrotérmicos, possibilitando que os atomos no estado gasoso
ocorram sem necessidade de tratamentos especiais (OLIVEIRA, 2007).

Para a determinagdo de Hg orgadnico em amostras ambientais as
técnicas CVAAS e espectrometria de fluorescéncia atdmica com geracao de
vapor frio (CVAFS) tém sido as mais utilizadas (BIZINOTI, 2005). A diferenca
para a determinagdo entre o Hg total e o orgénico é o preparo da amostra,
sendo o procedimento de quantificagdo o mesmo para ambos os casos. Para
cada matriz ambiental analisada (p.e. cabelo, peixe, solo, agua, sedimento) é
necessario um procedimento especifico para abertura da amostra (BISINOTI,
2005). Em analises de tragos procedimentos de pré-concentragdo da amostra
tém sido utilizados. Um exemplo, é a utilizagdo de uma coluna de quartzo
(contendo em seu interior areia de quartzo recoberta por ouro) enrolada por um
fio de niquel cromo (R = 1,2 Q) que quando submetido a uma tensao por um
determinado intervalo de tempo libera o Hg para a cela de quantificacao
(MAGARELLI, 2006).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi extrair e caracterizar substancias
himicas aquaticas de amostras de aguas coletadas no complexo estuarino
lagunar Mundau — Manguaba/AL e avaliar sua influéncia na disponibilidade de
ions Hg (llI) neste ecossistema.

As etapas realizadas no trabalho foram:
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Identificagao da area de coleta das amostras

As amostras de aguas do complexo lagunar Mundau-Manguaba foram
coletadas em frascos de polietileno previamente ambientados com solugéo de

acido nitrico 10% (v/v), com auxilio de um barco (Figura 8).

Figura 8 — Imagens da coleta de amostras de agua no CELMM (Laguna
Mundau).

Autora, 2015

Os pontos de coleta foram definidos levando em consideragdo as
caracteristicas e a atividade antropica dos locais.

Na laguna Mundau a coleta ocorreu em 08/12/2015 das 8:00h as 12:00h,
periodo de baixa maré (BNDO, 2015). Foram coletados 40L de agua em cada

um dos 9 pontos amostrais (Figura 9 e Tabela 3), totalizando 360L de agua.
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Figura 9 — Locais de amostragem na laguna Mundau realizado em 08/12/2015.

Autora, 2017
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Tabela 3 - Localizacdo e caracteristicas dos pontos amostrais da laguna

Mundau.
Amostras Localizagao Caracteristicas
bal;:ggl\n;grggf o Alta densidade populacional no entorno; com
Lago e Ponta e!e\A/ad.o nivel de desma.tamentolda flora nat|ya e
P1 grossa circundado evidéncias de descartes inapropriados de residuos
pela Av. Sen. Rui liguidos e sdlidos, provenientes dos esgotos
Palmeira (Maceio) urbanos sem tratamento prévio.
Eroxmo aos Alta densidade populacional no entorno,
baLn;’oi Zggﬁ:ado principalmente pescadores; elevado nivel de
P2 grossg' circundado _ desma_tamento e e\{ldénmgs Fje desce’w_tes
pela A’v. Sen. Rui maproprlados de residuos liquidos e sdélidos,
Palmeiras provenientes dos esgoto§ t_eranos sem tratamento
(Maceié) previo.
b 'Proxgno algsrt Alta densidade populacional no entorno; vestigios
ea:\r/lrl(jrS]tar?gr;g eaaoo de mata nativa e evidéncias de descartes
P3 lado da Av. Sen inapropriados de residuos liquidos e sodlidos,
Rui Palméiras ’ provenientes dos esgoto§ t_eranos sem tratamento
Préximo aos Baixa densidade populacional no entorno;
P4 bairros de evidéncias de praticas antropicas degradantes
Bebedouro e Cha como langamento de esgotos domésticos e
de Ouro (Macei0) urbanos direto no leito da laguna.
P5 Pontﬁ a(;eun;;al da Predominancia de pesca e passeio turistico.
Préximo ao Grande cobertura de area verde, porém, com
P6 municipio de indicios de contaminagédo, como langamentos de
Coqueiro Seco residuos sélidos e liquidos.
Préximo ao Desmatamento, alta densidade populacional e
P7 municipio de evidéncias de langamentos de esgotos domésticos
Coqueiro Seco na laguna.
Préximo ao Densa area verde, mas com indicios de
P8 municipio de desmatamento e contaminag&o da agua por esgoto
Coqueiro Seco domeéstico.
P9 Proximo a area Préximo a areas de canais que liga a laguna com o
estuarina oceano Atlantico.

Autora, 2017

A coleta na laguna Manguaba ocorreu em 19/05/16 das 8:00h as 12:00h,
periodo de baixa maré (BNDO, 2015). Foram coletados 40L de aguas em cada
um dos 8 pontos amostrais (Figura 10 e Tabela 4), obtendo um volume final de
320L.
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Figura 10 — Locais de amostragem
19/05/2016.
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Tabela 4 - Localizagdo e caracteristicas dos pontos amostrais da laguna

Manguaba.
Amostras Localizagdo Caracteristicas
P1 Ponto inicial da laguna | Préximo a areas de canais que liga a laguna
com o oceano Atlantico.
P2 Ponto préximo a Alta densidade populacional no entorno;
Marechal Deodoro evidéncias de praticas antrépicas degradantes
como langamento de esgotos domésticos e
urbanos direto no leito da laguna.
P3 Ponto préximo a Média densidade populacional
fazenda da esperancga
Santa Terezinha
P4 Canal do riacho velho Maior concentragdo de contaminantes por
préximo ao pélo estar mais préximo do porto
P5 Fim da ilha do porto Concentragdo de contaminantes por estar
mais préximo do porto

P6 Ponto inicial, beira da Predominancia de pesca

lagoa
P7 Préximo a boca do Densa area verde, mas com indicios de

lago desmatamento e contaminag¢do da agua
P8 Préximo ao Barro Alta densidade populacional no entorno

vermelho

Autora, 2017
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3.2 Preparo das amostras

As etapas de preparo de amostras, extracao e caracterizacdo das SHA
foram feitas na Universidade Federal de Alagoas — UFAL nos Laboratérios de
Instrumentacédo e Desenvolvimento em Quimica Analitica (LINQA), campus
Maceié e no Laboratério de Ciéncias Ambientais do Agreste (LCCA), campus
Arapiraca.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As solugdes
foram preparadas com agua purificada em sistema desionizador de agua Milli-
Q Plus Millipore, até apresentar resistividade 18,2 Q cm™ a 25°C.

As amostras foram filtradas em tecido de composicao de seda de cor
branca, no intuito de remover pedacos de madeira, folhas entre outros
materiais suspensos. Foram separados 2 litros de agua para caracterizagéo
fisico-quimica das amostras. Em seguida as amostras foram acidificadas até
pH 2,00 com HCI 0,10 M, de acordo com o procedimento padrdo para a
extracado das SHA e para nao gerar fungos (OLIVEIRA, 2007).

ApOs a coleta e preparo, as amostras simples foram unificadas tornando-
se uma amostra composta, como ilustrado para as amostras da laguna

Mundau.

A1 IA2|A3IA4 | A5|A6| A?IAS | Agla=d
AT-A9

3.3 Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de aguas superficiais do

complexo lagunar Mundau-Manguaba

As amostras de agua superficiais foram caracterizadas fisico-
quimicamente conforme metodologias recomendadas pelo Standard Methods
for the Examination of Water & Wastewater: Centennial Edition (EATON et al.,
2005).

Foram determinados os pardmetros pH, cloreto e dureza. Para pH
utilizou o equipamento Hanna, modelo HI8314, na Universidade Federal de

Alagoas, campus Arapiraca.
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Para a determinacdo da dureza, a medida foi feita por titulagcdo
complexométrica com EDTA padronizado 0,02 mol L"e tamp&o amoniacal. A
concentracdo de cloreto foi determinada por titulagdo de precipitacdo com

AgNO3 padronizado 0,10 mol L™ usando o indicador Negro de eriocromo T.

3.4 Purificacao da resina XAD 8

A resina macroporosa XAD 8 utilizada para a extracdo das SHA foi
previamente purificada por bateladas sucessivas com solugbes de metanol,
hidréxido de sodio 0,10 mol L™ e acido cloridrico 0,10 mol L™ (24 horas cada
batelada) (AIKEN et al., 1985).

3.5 Extragao das substancias humicas aquaticas

Apos coleta, preparo das amostras e purificagdo da resina XAD 8, por
gravidade as amostras foram percoladas através de coluna de vidro (2 cm de
didmetro interno e 25 cm de altura) contendo resina XAD 8 como demostrado
na Figura 11, com fluxo de 4 mL min™. O método de extracdo por resinas XAD
€ 0 mais adequado quando se trata do processamento de grandes volumes de
amostra, por ser de facil manuseio, reutilizavel e possuir um baixo custo. Foram

preenchidas 3 colunas de modo a obter trés sistemas extratores (Figura11).

Figura 11 - Sistema de extracdo de substéncias humicas aquaticas com resina
XAD 8. Condicdes: pH 2,00 e fluxo 4 mL min™".
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Autora, 2016

Apés saturacao verificada pelo escurecimento da resina (Figura 12),
percolaram-se 10 mL de solugdo de HCI 0,01 mol L para a remocao de
impurezas e em seguida eluindo-se as SHA adsorvidas com solugdo de NaOH
0,10 mol L™, vazao de 1,2 mL min™ (Figura 13). O pH da solucdo de SHA foi
ajustado para 6,5 — 7,0, valor do pH da amostra inicial, como descrito por
SARGENTINI JR (1999).

Figura 12. Saturagao da resina ap0ds extragdo das SHA das amostras coletadas na

laguna Mundau. Condigées: pH 2,00 e fluxo 4 mL min™

Autora, 2016

43



Figura 13 — Processo de eluicdo das SHA adsorvidas na resina XAD 8 com

solucdo de NaOH 0,10 mol L™, com fluxo de 1,2 mL min™ e extrato obtido

nesse processo.

Autora, 2016

3.6 Caracterizagao das substancias humicas aquaticas

3.6.1 Determinagao do carbono orgénico total (COT)

As determinagdes foram feitas utilizando-se o método de combustéo
catalitica, sob atmosfera de oxigénio em equipamento Shimadzu TOC-5000
Analyzer e subsequente detecgéo por infravermelho em Analisador Schimadzu
TOC-5000 com limite de deteccdo de 0,1 mg L' COT. Essa analise foi

realizada nas SHA e nas amostras de aguas coletadas.

3.6.2 Espectroscopia molecular na regiao do UV-Visivel

A razéo E4Es e Ey/E4 foi determinada por diluigao de 0,10 mL SHA em
2,90 mL de agua desionizada. As analises foram feitas em absorbéncia de 465
e 665 nm e 270 e 407nm, respectivamente em espectrobmetro UV - 1650PC

SHIMADZU. As analises foram realizadas em triplicata no Laboratério de
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Ciéncias Ambientais (LCAA), na Universidade Federal de Alagoas — UFAL,
campus Arapiraca. As técnicas para analise foram baseadas nos
procedimentos estabelecidos por ROCHA e ROSA (2003).

3.6.3 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

As analises de fluorescéncia realizadas pela metodologia descrita por
KALBITZ et al., (1999) obteve espectros de varredura sincronizada a um
intervalo constante entre excitacdo e emissdo de 55 nm com uma chave de
abertura de 10 nm e em uma varredura de 300 a 520 nm.

O indice de humificacdo foi determinado a partir da razdo entre as
intensidades de fluorescéncia em 470nm e 360 nm (l470/l360). Para realizagao
da técnica de fluorescéncia sincronizada e razdo ls7o/lze0 foi necessario diluir
1,00 mL de SHA em 1,00 mL de agua desionizada.

Os resultados das analises de fluorescéncia realizadas pela metodologia
descrita por JAFFE et al., (2004) foram obtidos a um intervalo constante entre
excitacdo e emissdao de 30 nm com uma abertura de 10 nm e em uma
varredura de 250 a 700 nm. Para realizagdo dessa técnica de fluorescéncia
sincronizada foi necessario diluir 1,00 mL de SHA em 1,00 mL de agua
desionizada.

As analises de fluorescéncia foram realizadas na Central Analitica do
instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas
— UFAL, Maceio, no espectrofluorimetro modelo SHIMADZU RF-5301 PC
equipado com uma lampada de Xendénio 150-W como a fonte clara, usando

cubetas de quartzo.

3.6.4 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de 'H, °C e
Espectroscopia ordenada de difusdo (DOSY)

Para estas técnicas espectroscopicas os extratos aquosos das amostras
de SHA foram congelados em banho de nitrogénio liquido e liofilizados a
temperatura de — 40°C. Foram utilizados 17,500 mg de SHA em 0,50 mililitros

de D,0. Os experimentos de RMN foram realizados usando um espectrémetro
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Bruker 400-MHz equipado com sonda PABBI z-GRD de 5 mm e gradiente de
campo. Todos os decaimentos livres de indugdo (FIDs) foram adquiridos a
25°C com janela espectral de 6410 Hz 32768 pontos. Os deslocamentos
quimicos foram referenciados pelo sinal do acido trimetilsiliipropandico em 0,00
ppm. Os espectros de difusdo (DOSY) foram adquiridos usando sequéncia de
pulsos BPPLED com pré-saturacéo de agua.

Os parametros utilizados foram tempo de relaxacdo de 2 s, tempo de
difusédo A variando de 0,10-0,20 s, durag¢ao do pulso de gradiente, d, de 0,6 ms,
tempo entre os pulsos de gradiente, 1, de 1,8 ms e T, de 5 ms. As amplitudes
dos pulsos de gradiente variaram de 0,68 a 9,42 G cm™. Os espectros foram

adquiridos com 16 acumulagdes e 128 scans.

3.7 Determinacgao da capacidade de complexagao das SHA por ions Hg (ll)

Para a determinacido da capacidade de complexacao das SHA por ions
Hg (Il), utilizou-se o procedimento analitico descrito por BURBA et al., (2001).

Este procedimento baseia-se em um sistema de ultra filtragdo
tangencial (Sartorius Ultrasart X) equipado com uma membrana de celulose de
1 kDa (Millipore), a qual impede passagem das substancias humicas aquaticas
e dos complexos SHA-Metal com tamanho molecular maior que 1 kDa. Assim,
os ions metalicos livres, ou seja, que ndo estdo complexados as SHA ou
trocados por elas, passam pela membrana, sendo recolhidos como filtrados
(BURBA et al., 2001).

A solucéo de SHA 100 mg L™ (250 mL) ficou em recirculagéo no sistema
(por bombeando) por aproximadamente cinco minutos para condicionamento
da membrana. A seguir, filtrou-se a primeira aliquota — Ty (cerca de 2 mL), a
qual é correspondente ao tempo zero, ou seja, sem adicdo da solugédo de
mercurio.

Na sequéncia, volumes de 0,02; 0,02; 0,02; 0,02; 0,02; 0,1; 0,2mL; 0,6; 1
e 2 mL correspondentes a T4, Ty, T3, T4, Ts, T, T7, Tg, Tg € T1o de uma solugao
Hg (II) de 500 ppm, foram adicionados a solugdo de SHA. Depois de alcangado

cada tempo de equilibrio (10 min) e com agitacdo constante, foram coletadas
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aliquotas (cerca de 2 mL) das fragdes da solugado contendo ions Hg(ll) livre,

separados pelo procedimento de ultra filtracdo, como mostrado na Figura 14.

Figura 14. Esquema do sistema de ultra filtragdo tangencial utilizado para
determinagdo da capacidade de complexagdo das substancias humicas
aquaticas extraidas de amostras coletadas do complexo lagunar Mundau -
Manguaba. Condigdes: SHA 100 mg L-1, Hg (Il) 500ppm e Membrana de
celulose 1 kDa.

Autora, 2017
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas fisico-quimicas das aguas superficiais do complexo

lagunar Mundau-Manguaba

Ao caracterizar fisico-quimicamente as amostras de aguas das lagunas,
obtém-se informagbes essenciais na avaliagdo da qualidade dessas aguas e
ainda possibilita a caracterizacdo do sistema em estudo.

No trabalho de LIMA (2012) as aguas do complexo lagunar Mundau-
Manguaba como salobra (com salinidade superior a 0,5 e inferior a 30%).
Assim, neste trabalho, comparam-se os resultados obtidos para os parametros
fisico-quimicos com os estabelecidos pelo CONAMA 357/2005 para as aguas
salobras, que na segdo Secédo Il — Das aguas salobras: Art. 6° classifica as
aguas salobras em classe | (voltada para recreacdo de contato primario;
protecdo das comunidades aquaticas; aquicultura e pesca) e classe |l (voltada
para pesca amadora e recreagao de contato secundario), sendo estas
caracteristicas presentes no complexo lagunar Mundau-Manguaba.

O pH em aguas naturais é importante por influenciar na composigao de
espécies quimicas, disponibilidade de nutrientes e toxicidade de elementos
potencialmente téxicos (MOURA, 2007).

Aguas naturais geralmente apresentam pH no intervalo entre 4 e 9,
sendo ligeiramente alcalinas, devido a grande presenca de carbonatos,
bicarbonatos, metais alcalinos e alcalinos terrosos (SCHAFER, 1985). Se
houver alteracdes bruscas nos valores de pH de um sistema aquatico, tende a
resultar em efeitos degradantes para as espécies vivas que habitam o sistema,
uma vez que tais organismos estdo adaptados a condi¢des bem definidas
daquele sistema (MOURA, 2007).

As variacdes nos valores de pH de um sistema aquatico podem estar
associadas a causas ambientais como dissolugdo de rochas e fotossintese,
assim como causas antropogénicas, como despejos de efluentes domésticos e
industriais (BRASIL, 2014). A entrada de efluentes em aguas naturais pode
acarretar no decréscimo do valor de pH, pois esses efluentes sdo ricos em

matéria organica que ao se decompor produz o gas didxido de carbono (CO,)
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que reage com a agua produzindo acido carbbnico (H2COs3), e
consequentemente leva o pH a valores baixos (MOURA, 2007).

O pH determinado nas amostras do complexo lagunar Mundau-
Manguaba esta apresentado na Tabela 5. De acordo com a resolugdo do
CONAMA/357, no artigo 21, os valores de pH 6timo para aguas salobras

classes | e Il estdo compreendidos entre 6,50 — 8,50.

Tabela 5. Caracterizacao fisico — quimica das amostras de agua do complexo

lagunar Mundau - Manguaba.

Amostra pH Dureza Cloreto coT
CaCO; mg L™ mg L™ mg L™
Laguna
7,99 2033,66 13.891,00 15
Mundau
Laguna
7,19 371,58 7.418,00
Manguaba 1.4

Fonte: autora, 2017

Os valores de pH apresentados na tabela 5 apontam que o complexo
Lagunar Mundau / Manguaba esta dentro do intervalo permitido pelo CONAMA.

Os valores de pH medidos neste trabalho estdo préoximos ao
encontrado por LIMA (2012), que variaram de 7,50 — 8,60, determinados para o
complexo na mesma estagao, no ano de 2010, variando um pouco para valores
menores e indicando que o complexo conseguiu manter seu pH na faixa
permitida no intervalo de seis anos.

Aguas naturais podem ser classificadas entre mole e muito dura,
baseado na concentracdo de carbonato de calcio e sado classificadas como
mole ou branda: < 50 mg L' CaCOs; dureza moderada: entre 50 e 150 mg L™
de CaCOgs; dura: entre 150 e 300 mg L' de CaCOs; e muito dura com
concentragdo de CaCOs > 300 mg L™ (BRASIL, 2014; LIMA, 2012).
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Os resultados obtidos para dureza da agua do complexo lagunar
Mundau-Manguaba séo mostrados na Tabela 5.

De acordo com esses resultados, as aguas das lagunas Mundau e
Manguaba sdo classificadas como muito duras (CaCOs; > 300 mg L) e a
elevada dureza das aguas da laguna Mundau de acordo com LIMA ( 2012),
condiz com o ambiente do qual foram coletados, uma vez que pbde-se
observar quantidades consideraveis de fragmentos de conchas de moluscos,
que possuem como composi¢cao principal o carbonato de calcio.

A elevada dureza das amostras de aguas analisadas pode influenciar
diretamente na biodisponibilidade dos metais para os organismos Vivos
presentes na laguna, devido a baixa solubilidade apresentada por alguns
carbonatos de metais, por exemplo: BaCO; (Kys = 8,1x10); CaCO3 (Kys =
8,7x10®); MgCO3 (Kps = 1x10°); PbCO3 (Kps = 7,4x107); SrCO3 (Kps = 3,2x10°
") (VOGEL, 1981).

A concentragdo de ions cloreto apresentou-se maior para a laguna
Mundau, este ecossistema recebe influéncia das correntes maritimas em curto
espaco de tempo, cerca de duas semanas, quando comparado com a laguna
Manguaba (ANA, 2006), provocando uma distribuicdo homogénea de ions
cloreto.

BOTERO et al., (2014), apontam que concentragdes de cloreto em
aguas naturais sdo comumente utilizadas como indicativo de langcamento de
esgoto bruto e elevadas concentragdes desse anion sao consequéncias da
presenca de urina humana langada diretamente no ambiente aquatico. Esses
resultados evidenciam a grande influéncia antrépica sofrida pela laguna
Mundau.

Em aguas nao poluidas, o COT é devido principalmente a substancias
humicas aquaticas e a matéria parcialmente degradada (geralmente resistente
a degradacao microbiana). lignina, acidos fulvicos e taninos sdo os compostos
mais abundantes. Embora ndo sejam bem definidos quimicamente, estes
compostos podem ser considerados como polifendis complexos. Estes
materiais naturais mostram uma capacidade de complexacdo para metais

pesados que podem afetar fortemente a solubilidade dos carbonatos, de modo
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que as concentragbes de metais podem subir até niveis toxicos (VISCO et al.,
2004).

Em aguas poluidas, o COT ¢é devido principalmente a contribuicoes
antrépicas, tais como fertilizantes, pesticidas, surfactantes, solventes
provenientes de seu uso direto ou de plantas de tratamento de esgoto
ineficientes (VISCO et al., 2005).

O carbono organico total também foi analisado nas amostras de aguas
das lagunas e o COT da laguna Mundau foi de 15,0 mg L™ e da laguna
Manguaba foi de 1,40 mg L. De acordo com THURMAN (1985) a distribuicdo
de carbono organico deve variar de 5 a 60 mg L' em aguas naturais, sendo
dependente das condigdes locais. Para a laguna Mundau o valor do COT (15,0
mg L'1) corrobora com o descrito por Thurman, podendo ser até comparado
com valores encontrados em outros mananciais que reconhecidamente
possuem elevada concentragdo de COT, por exemplo, o rio Negro-AM e rio
ltapanhau-SP mostrados na Tabela 6. Para a laguna Manguaba o valor
determinado para o carbono organico total foi 1,40 mg L" o qual esta abaixo

do valor citado por Thurman.

Tabela 6. Teores de carbono organico total presente em amostras de aguas de

diferentes origens.

AMOSTRAS CcoT FONTE
Rio Negro-AM 15,0 mg L OLIVEIRA, L.C. 2007.
Rio Itapanhau-SP 13,8 mg L GOVEIA et al., 2011.
Rio de Ribeira-SP 38,15 mg L GOVEIA et al., 2011.
Laguna Mundad 15,0 mg L™ Este trabalho
Laguna Manguaba | 1,40 mgL™ Este trabalho

De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas — ANA a laguna Mundau
apresenta 27 km? percorrendo 30 municipios, destacando-se Maceié, Rio
Largo, Satuba, Santa Luzia do Norte e Coqueiro Seco. A laguna Manguaba
apresenta 42km? e percorre 23 municipios sendo os principais: Marechal

Deodoro e Pilar. Sendo assim, é possivel inferir que a laguna Mundau, a qual é
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mais afetada pela urbanizagcdo (principalmente pela cidade de Maceié -
populagdo de aproximadamente 900.000 habitantes), possui maior atividade
antropica quando comparada com a laguna Manguaba, a qual apresenta em
seu entorno influencia de cidades de menor porte, como Marechal Deodoro e
Pilar, com aproximadamente 45.000 e 32.000 habitantes respectivamente.
Dessa forma, essa caracteristica de elevada ocupacao demografica da laguna

Mundau explica os maiores valores determinados de COT.

4.2 Extracao das substancias humicas aquaticas utilizando resina XAD 8

A resina XAD 8 apresenta uma matriz n&o idbnica composta por ésteres
alifaticos, sendo adequada a concentracao e adsorgéo de substancias humicas
aquaticas. O processo de adsor¢cdo é dado por meio das interagoes
hidrofébicas, as amostras de aguas coletadas e a resina XAD 8 teve seu pH
ajustado para aproximadamente 2,00 com solu¢do de HCI 0,10 mol L
ocorrendo a protonacao dos extratos humicos e do ésteres alifaticos presentes
na estrutura da resina XAD 8, logo entdo a adsorgao foi propiciada.

A resina XAD 8 apresenta caracteristicas importantes para utilizacao na
extracdo de substdncias humicas aquaticas, tais como: adequada a grandes
volumes, que é um aspecto importante, uma vez que sdo necessarios grandes
volumes de agua para extrair uma quantidade consideravel de SHA; é uma
resina facilmente regenerada, propiciando sua reutilizagdo; o processo de
eluicéo é rapido e eficiente, apresenta facil manuseio e baixo custo.

Apos extracdo e eluicdo, ajustou-se o pH das amostras entre 6,50 e 7,00
(proximo ao pH inicial das amostras de agua coletada), pois a eluigao foi feita
com solucdo de hidroxido de sédio 0,10 mol L' e nesse meio basico as
reacbes de hidrdlise de ésteres tém suas velocidades aumentadas

significativamente, causando uma transformagao irreversivel na matriz.

4.3 Volume de SHA extraido e carbono organico total (COT) nas SHA
De acordo com TOSCANO (1999), devido a concentragdao de SHA em

aguas naturais ser pequena, é necessario um volume muito grande de amostra
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para obter quantidades da ordem de gramas ou mililitros de SHA. Segundo
OLIVEIRA (2007), o rendimento da extragdo das substéncias humicas
aquaticas é relativamente baixo.

Observando a Tabela 7, o volume necessario de amostras de aguas
coletadas na laguna Mundau foi cerca de 360 litros para obtencdo de 400
mililitros de extrato humico. Considerando o processo de extragdo para obter
este extrato, foram necessarios 3 meses e 3 dias ininterruptos para a extracao

em XAD 8, uma vez que o fluxo utilizado foi de 4 mL min™".

Tabela 7. Volume de SHA extraida e carbono organico total das SHA extraidas

de amostras de aguas das lagunas Mundau e Manguaba.

Volume das Volume de
Amostras COoT
amostras coletadas | SHA extraida
Laguna Mundau 360 L 400 mL 78.890 mg L™
Laguna Manguaba 320 L 850 mL 58.670 mg L

Autora, 2017.

Para extrair 850 mililitros de SHA da laguna Manguaba foram
necessarios aproximadamente 320 litros de amostras de agua, sendo
necessarios 2 meses e 3 semanas para a extracao.

Ainda de acordo com a Tabela 7, as SHA extraidas das amostras de
aguas coletadas na laguna Mundau possuem maior teor carbono organico total,
isso corrobora com a maior atividade antrépica sofrida pela regido, uma vez
gue ha entrada parcial de efluentes domésticos da cidade de Macei6 com cerca
900.000 habitantes na laguna Mundau.

4.4 Espectrometria de absor¢ao molecular na regiao do UV - visivel:

razoes E4/Ege E,/E,

E4/Eg consiste na razao entre absorbancia em 465 e 665 nm, na qual é
possivel inferir sobre grau de humificagéo e aromaticidade das SH.
De acordo com CANELLAS (2001), ROCHA, BURBA & KLOCKOW

(1998) e BUDZIAK & MANGRICH (2003), os valores baixos (entre 2 e 5)
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implicam num alto grau de aromaticidade, enquanto os valores altos (acima de
10) indicam um maior conteudo de cadeias alifaticas.

O grau de humificagdo das SHA esta relacionado com o estado de
decomposi¢cao da matéria organica, o qual ocorre principalmente pela agao de
enzimas especificas e de acordo com ROCHA e GOUVEIA (2001), esse grau
esta associado a estabilidade e complexidade das moléculas das SHA. A razao
E4/Es, de acordo com STEVENSON (1994) e MCDONALD et al., (2004)
apresenta uma relacdo inversa com o grau de condensacdo de aneéis
aromaticos e com o grau de humificacdo das SHA.

Segundo ROSA (2000) e MINDERMAN (1960), o processo de
decomposicdo tem a seguinte ordem crescente de dificuldade de
decomposi¢ao: agucares, hemicelulose, celulose, lignina, graxas e fendis. A
decomposicao da matéria organica presente no ambiente tende a levar a
formagédo de estruturas fendlicas derivadas de lignina, devido ao fato destas
serem mais dificeis de sofrer degradac¢ao do que agucares e proteinas.

Com relagao aos resultados obtidos e mostrados na Tabela 8 & possivel
inferir que a laguna Manguaba apresenta maior grau de humificacéo e
aromaticidade. OLIVEIRA e KJERFVE (1993) afirmam que a laguna Mundau é
mais influenciada pelas correntes da maré e por isso o tempo de renovagao
das aguas é menor (cerca de 2 semanas) em comparagao a laguna Manguaba
(cerca de 2 meses). Com o tempo de renovagédo das aguas em um periodo
mais longo, espera-se que a matéria organica dissolvida nesse ambiente seja
mais decomposta, pois um ciclo de aguas mais lento favorece a agao dos

microrganismos, os quais agirao de forma mais efetiva.
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Tabela 8. Absorbéancias na regido do UV — visivel dos extratos humicos de
amostras de aguas das lagunas Mundau e Manguaba em comprimentos de
onda de 465, 665, 270 e 407 nm, razdes E4/Eg € Eo/E4.

Absorbancia (nm) Absorbancias (nm)
Amostras E4/Es E2/E4
465 665 270 407
SHA
0,036 0,006 6,00 0,665 0,801 0,83
Mundau
SHA
0,040 0,011 3,63 0,601 0,081 7,42
Manguaba

Autora, 2017

A razdo E./E4 consiste em absorbancias em comprimentos de onda em
270 e 407 nm, a qual é diretamente proporcional a contribuicdo de plantas
terrestres com altos teores de estruturas ligninicas na formagcéo das SHA
(BACKES e KAMPT, 1999; BUDZIAK e MANGRICH, 2004).

A Tabela 8 mostra que as SHA presentes na laguna Manguaba
apresentam maior razao E/E4 (7,42) e com isso, infere-se um maior aporte de
plantas terrestres, as quais possivelmente foram lixiviadas para esse ambiente
aquatico. Esses resultados corroboram com os obtidos pela razdo E4/E¢ (SHA
da laguna Manguaba mais humificada), pois estruturas de lignina estédo

presentes em maior quantidade em matéria organica mais humificada.

4.5 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

Pelos espectros de fluorescéncia molecular obtidos pela metodologia de
KALBITZ et al., (1999) foi possivel tragar o perfil das substancias humicas
aquaticas presentes em cada laguna.

Ao observar a intensidade de fluorescéncia nos espectros das SHA
extraidas das amostras de aguas coletadas nas lagunas Mundau e Manguaba
(Figura 15), percebe-se que a SHA da laguna Manguaba apresentou menor
intensidade de fluorescéncia. De acordo com SEAL et al., (1964) o fenbmeno

de fluorescéncia em si, sugere a existéncia de pelo menos um grupo aromatico
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substituido por pelo menos um grupo doador de elétrons ou de um sistema
conjugado insaturado capaz de um forte grau de ressonancia.

PEURAVOURI et al., (2002) relata que a intensidade de fluorescéncia é
inversamente proporcional ao tamanho dos agregados organicos e que em
sistemas aromaticos a presenga de grupos receptores de elétrons promove

uma diminui¢cdo da emissao de fluorescéncia.

Figura 15. Espectros de fluorescéncia sincronizada AA = 55 nm para as SHA
extraidas de amostras de 4&gua da Laguna Mundau e Manguaba.

Condigdes: 1,00 mL de SHA em 1,00 mL de agua desionizada.
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A intensidade de fluorescéncia dos compostos também €& superior em
sistemas aromaticos que apresentam maior grau de conjugacido, ou seja,
quanto maior o nimero de anéis aromaticos, maior sera também a eficiéncia do
processo de fluorescéncia (LIYING et al., 2009).

Com os resultados obtidos por UV-Vis inferiu-se que as SHA da laguna
Manguaba possuem maior conteudo de compostos aromaticos e também
compostos originarios de estruturas ligninicas, caracterizando essas amostras

como mais humificadas, porém a sua menor intensidade de fluorescéncia pode
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ser atribuida a presenca de grupos receptores de elétrons, como também a
maior intensidade de fluorescéncia para a SHA das amostras de aguas
coletadas na laguna Mundau pode ser atribuida a presenga de grupos
ativadores.

O perfil da presenca de AH e AF foi observado ao analisar a intensidade
de fluorescéncia pelo comprimento de onda, como mostrado nos espectros
representados nas figuras 17 A e B. Por apresentar menor intensidade de
fluorescéncia, o espectro para a SHA da laguna Manguaba (Figura 16) teve
que ser ampliado em fungao de escala como representado na figura 17B, para

assim poder comparar o perfil das SHA.

Figura 16. Espectro de fluorescéncia sincronizada para SHA da laguna

Manguaba
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O méaximo de intensidade de fluorescéncia centrado em torno de 450 —
470, refletem a influéncia dos acidos humicos (FERRARI; INGAZZINI, 1995;
CHEN et al, 2003; JAFFE et al., 2004; COBLE et al., 1998; LIU et al., 2003;
MIANO et al. 1992; RUIXIA et al., 2007). Esta classe de fluoroforos, que pode
caracterizar o acido humico foi verificada nos espectros das duas lagunas,
porém, com uma baixa contribuicdo, pois, apresentou baixas intensidades de
fluorescéncia para as duas lagunas em estudo. De acordo com SLOBODA e
VIEIRA (2009) as SHA sado compostas na maior parte por AF ao contrario das
SH extraida de solo turfoso, que sao compostas na maior parte por acido
humico.

No estudo realizado por COSTA (2011) foi possivel observar que a
classe de fluordforos, que pode caracterizar o acido humico também foi
verificada no espectro com uma baixa contribuicdo, uma vez que, apresentou
baixas intensidades de fluorescéncia.

Através da metodologia de fluorescéncia sincronizada descrita por
JAFFE et al., (2004) foi possivel obter o perfil de acidos humicos, como na

figura 18.

Figura 18. Espectro de fluorescéncia sincronizada pela metodologia de
JAFFE et al., (2004). Condigdes:1,00 mL de SHA em 1,00 mL de agua

desionizada.

SHA Mundau |
700 — SHA Manguaba|

650
600 ]
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100 ]
ol Seimseae s N
-50 T | e | o, T T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Intensidade de Fluorescéncia

nm
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Os acidos humicos apresentam um maximo em comprimentos de ondas
entre 450 — 470, as estruturas dos acidos Humicos sdo ricas em aneéis
aromaticos e de acordo com os resultados obtidos sabe-se que a SHA da
laguna Manguaba apresentam maior concentragcdo de estruturas de ligninas
que sao ricas em aromaticos. De acordo com MIANO, (1988) STEWART,
(1980) e PEURAVUORI, (2002) apesar dos AHs apresentarem uma quantidade
consideravel de anéis aromaticos em comparacdo aos acidos fulvicos, sua
baixa IF pode ser, em parte, atribuida ao grande numero de substituintes nas
estruturas aromaticas, as ligagdes intra e intermoleculares e a aproximacao dos
cromoforos aromaticos. Outra possivel explicagao para este fenbmeno é o
fechamento da posicdo das subunidades hidrofébicas, dentro do esqueleto
estrutural, mascaradas pelos grupos hidrofilicos (MIANO et al., 1988).

Ao comparar a técnica de KALBITZ et al., (1999) e JAFFE et al., (2004)
é possivel observar o perfil do espectros de SHA de forma diferente. Pela
metodologia descrita por KALBITZ obteve-se o perfil de SHA com a presenca
de AH e AF, no entanto a metodologia de JAFFE mostrou o perfil de acidos
hamicos. De acordo com SANTOS (2014) quanto maior a diferenga entre A de
excitacdo e emissdo usada pode aumentar a intensidade de alguns picos,
aumentando a sensibilidade do método.

De acordo com KALBITZ et al., (1999) a razédo entre a intensidade de
fluorescéncia em 400 e 360 nm (l400/1360), ou 470 € 360 nm (l470/l360), pode ser
utilizada para medir o grau de humificagdo das SHA. Essa razao € diretamente
proporcional ao grau de humificagdo das SHA. Observando os resultados a
Tabela 9 onde o grau de humificagéo foi calculado pela razédo da intensidade
de fluorescéncia em 470 e 360, é possivel afirmar que estes resultados
corraboram os resultados E4/Eg evidenciando que as SHA da laguna Manguaba

sdo mais humificadas.
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Tabela 9. Intensidades de fluorescéncia sincronizada em 470 e 360 nm

AMOSTRAS I.F 470 I.F 360 I.F470 / 1.F360
SHA - Mundati 723,454 197,199 3,66
SHA - Manguaba 53,005 14,106 3,75

Autora, 2017

4.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H

RMN 'H foi usada para estimar os teores relativos de prétons aromaticos
e alifaticos nas SHA extraidas das amostras de aguas coletadas nas lagunas
Mundau e Manguaba. A Tabela 11 mostra a integracéo atribuida também aos

grupos de agucares e aminas.

Tabela 10. Integracédo dos protons por RMN de H para as SHA extraidas das
amostras de aguas coletadas da laguna Mundau e Manguaba. Condigdes:
17,500 mg de SHA em 0,50 mililitros de D,0.

Deslocamento SHA SHA ROCHA
(PPM) i i
quimico Mundau Manguaba et al.,; 1999
0,25 - 2,96 Alifaticos 76,48% 71,94% 28%
3,0-4,0 Acucares 9,57% 7,64%
Cadeia lateral
5,0 - 5,92 ) 4,73% 8,03%
de amina
6,0 — 8,49 Aromaticos 9,57% 12,4% 34%

Autora, 2017

A técnica de RMN (de 'H e '®C) ¢ adequada para caracterizar
estruturalmente as substancias humicas aquaticas, embora ela ndo permita
uma avaliagdo completa da estrutura dos compostos humicas. No entanto,
fornece um indicativo dos tipos de prétons e carbonos através da integracao
dos picos em suas regides especificas. Com os dados da Tabela 10, observa-

se que as duas amostras de SHA possuem maior contribuicdo de prétons de
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estruturas alifaticas (SHA Mundau = 76,48% e SHA = 71,94%), indicando
assim, maior concentracdo de acidos fulvicos do que &acidos humicos na
composicao geral destas SHA.

ROCHA et al., (1999), estudaram substancias humicas aquaticas
extraidas de amostras coletadas no Rio Negro-AM e estas apresentaram maior
contribuigdo de hidrogénios aromaticos (34%). Os resultados diferem deste
trabalho, comprovando que as SHA extraidas de diferentes amostras e
coletadas de diferentes locais podem apresentar caracteristicas estruturais

distintas.

4.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *C

Os resultados de RMN '3C (Tabela 11) mostram que as SHA da laguna
Manguaba apresentam mais estruturas aromaticas em relagdo as amostras das
SHA da laguna Mundau o que corrobora com os resultados das razdes E4/Eg e
E./E4, determinadas pela espectrometria de absor¢ao molecular na regido do
UV — vis. No qual as SHA da laguna Manguaba mostraram-se mais

humificadas e com maior contribuicdo de estruturas de ligninas.

Tabela 11. Integracéo por RMN de '*C para as SHA extraidas das amostras de
aguas coletadas da laguna Mundau e Manguaba. Condigbes: 17,500 mg de
SHA em 0,50 mililitros de D->O.

(PPM) Deslocamento SHA SHA ROCHA
quimico Mundau Manguaba et al.,1999
0-50 Alifaticos 22% 28% 33%
Alifaticos
50-90 ) 15,56% 11,68% 17%
oxigenados
90 — 162 Aromaticos 30,10% 35,06% 35%
Amidas e
162 - 190 i 20,28% 19,15% 12%
Esteres
Aldeidos e
190 - 250 11,32% 5,19% 3%
Cetonas
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Autora, 2017

Pela técnica de fluorescéncia molecular, as SHA da laguna Manguaba
apresentaram menor intensidade de fluorescéncia, apesar do maior teor de
compostos aromaticos determinados por RMN de 'H e "*C. Adicionalmente, os
resultados das razdes E4/Es € E./E4, determinadas pela espectrometria de
absorcdo molecular na regido do UV - vis, também indicam maior
aromaticidade para estas amostras da laguna Manguaba.

Essa menor intensidade de fluorescéncia obtida para as SHA extraidas
das amostras de aguas da laguna Manguaba pode ser atribuida a estrutura
altamente substituida por grupos retiradores de elétrons, os quais tendem a
diminuir a intensidade de fluorescéncia ou ainda pode existir o fenédmeno de
fechamento da posicdo das subunidades hidrofébicas, dentro do esqueleto
estrutural, mascaradas pelos grupos hidrofilicos (MIANO et al., 1988). Por outro
lado, as SHA extraidas das amostras de aguas da laguna Mundau podem ser
substituidas por grupos doadores de elétrons, os quais aumentariam a
intensidade de fluorescéncia para essa amostra.

ROCHA et al, (1999), investigaram também por RMN ™*C as
substancias humicas aquaticas extraidas de amostras coletadas no Rio Negro-
AM e observaram alta aromaticidade com pouca substituicdo funcional,
diferente do observado neste trabalho, onde infere-se alta aromaticidade com

alta substituicao.

4.8 Espectroscopia ordenada de difusao (DOSY - RMN)

A técnica DOSY-RMN fornece os valores de coeficientes de difusao (D),
0S quais sao inversamente proporcionais ao nivel de agregacao médio dos
diferentes grupos funcionais SIMPSON et al., (2001).

A Tabela 12 mostra os coeficientes de difusdo atribuidos as diferentes
classes de compostos presentes nas SHA extraidas das amostras de aguas
coletadas nas lagunas Mundau e Manguaba determinadas pela técnica DOSY-
RMN.
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Tabela 12. Coeficiente de difusdo para as classes de compostos presentes na
estrutura das SHA extraidas das amostras de aguas coletadas da laguna
Mundau e Manguaba. Condig¢ées: 17,500 mg de SHA em 0,50 mililitros de D»0.

8,49 - 5,99 5,49 - 4,99 4,06 - 3,01 2,91 -0,31
Amostras (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
D(m?s'10") | D(mM?s"'10") | D(M?*S"'10") | D (m?*S"10™")
SHA 11.6 0,463 5.99
Mundau
SHA 2.01 4,52 5,94 1,58
Manguaba

Autora, 2017.

O coeficiente de difusdo de 8,49 - 5,99 estd associado aos grupos
aromaticos, de 5,49 - 4,99 cadeia lateral de amina, de 4,06 - 3,01 aos acgucares
e de 2,91 - 0,31 aos grupos alifaticos SIMPSON et al., (2001).

Os resultados da Tabela 12 mostram maiores coeficientes de difusao
das moléculas alifaticas e aromaticas para as SHA da laguna Mundau,
resultando em menores niveis de agregagao, Corroborando com os resultados
de Espectroscopia de fluorescéncia na regido ultravioleta visivel, no qual as
SHA da laguna Mundau mostrou maior intensidade de fluorescéncia. De acordo
com PEURAVOURI (2002) a

inversamente proporcional ao tamanho dos agregados organicos.

et al., intensidade de fluorescéncia &

4.9 Capacidade de complexag¢ao das SHA com mercurio

De acordo com a figura 18 a e b sdo mostrados os graficos de
capacidade de complexagdo maxima de ions mercurio por gramas de SHA das
respectivas lagunas. E possivel observar a maior capacidade de complexagéo

das SHA da laguna Mundau.
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Figura 19 A e B. Capacidade maxima de complexacao das SHA por Hg (ll). a)
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Autora, 2017.

A tabela 13 mostra o valor da capacidade de complexacado das amostras

de SHA das respectivas lagunas.

Tabela 13. Capacidade de complexagao das substancias humicas aquaticas

extraidas de amostras coletadas do complexo lagunar Mundau — Manguaba.
Condigdes: SHA 100 mg L-1, Hg (Il) 500ppm e Membrana de celulose 1 kDa.

AMOSTRAS

Capacidade maxima de complexagao
mgHg /g SHA

SHA- Mundau

SHA - Manguaba

Autora, 2017.

As SHA da laguna Manguaba apresentam segundo as caracterizagdes

um maior conteudo de compostos aromaticos e apresentaram menor

capacidade de complexagao. Ha evidéncias crescentes de que o MOD interage

muito forte com o mercurio, afetando sua especificagdo e biodisponibilidade em
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ambientes aquaticos (LOUX, 1998). Apesar da abundancia de acidos
carboxilicos e outros grupos funcionais contendo oxigénio em MOD, espera-se
que o mercurio ligue-se preferencialmente ao tiol e a outros grupos que
contenham enxofre, que estdo presentes apenas em menores teores na
matéria organica.

De acordo com RAVICHANDRAN, (2004) o enxofre € um constituinte
menor em MOD, variando de cerca de 0,5% a 2,0% em peso. O enxofre em
MOD ocorre como reduzido (por exemplo, sulfeto, tiol) ou como espécies
oxidadas (por exemplo, sulfonato, sulfato), com estados de oxidagao variando
de -2 a +6. Destes, apenas os sitios que estao reduzidos de enxofre devem ser
importantes para a ligacdo ao mercurio. Por exemplo, a constante de
estabilidade para Hg ?" complexagdo com um ligando de enxofre oxidado,
SO4+%,6 de 10" ao passo que, a constante de estabilidade para
Hg ?* complexagao com um ligando de enxofre reduzido, S %, é de 10 °%* .

HALBACH (1995) relata em seu estudo que a bioacumulagcdo de
mercurio nos peixes e sua toxicidade em seres humanos € atribuida a alta
afinidade do mercurio para proteinas contendo enxofre, como a metalotioneina
e a glutationa.

A biodisponibilidade de mercurio pode ser aumentada ou diminuida por
MOD. Uma vez que o metilmercurio € de maior preocupacido ambiental do que
0 mercurio inorganico, e o DOM parece afetar significativamente a formacéao e
a biodisponibilidade do metilmercurio, é necessaria uma pesquisa adicional

sobre as reagdes e caminhos entre matéria organica e mercurio.
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5 CONCLUSOES

O complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba é considerado um
importante ecossistema para o estado de Alagoas, este, por sua vez vem
sofrendo degradagédo por atividades antropicas, ou seja, funcionando como
receptores de efluentes domésticos e industriais comprometendo nao sé o
ecossistema como os que dele dependem, através da extracdo e
caracterizacao das substancias humicas aquaticas foi possivel inferir que todas
essas acbes antropicas sao responsaveis por alterarem a estrutura das
substancias humicas aquaticas, pode-se ainda afirmar, que a laguna Mundau é
mais influenciada por atividades antropicas que a Manguaba o que foi
determinado pela maior concentracdo de COT nas amostras de aguas
coletadas da laguna Mundau.

As técnicas de caracterizacdo permitiram tracar o perfil das SHA
presentes no complexo estuarino lagunar Mundau-Manguaba, observando que
as substancias humicas aqudticas da laguna Mundau apresentam, menor
influéncia de matéria organica terrestre, menor grau de humificagdo e maior
intensidade de fluorescéncia. A quantidade de grupos alifaticos e aromaticos
apresentaram-se em proporcado de 1:1 para as substancias humicas aquaticas
das respectivas lagunas.

Foi possivel observar que o tempo de renovagcdo das aguas nos
complexos lagunares, também podem influenciar no grau de humificacdo das
SHA, de acordo com os resultados obtidos, a laguna Manguaba apresenta um
maior grau de humificacdo, o que pode ser explicado pelo tempo de
aproximadamente dois meses para renovagao de suas aguas quando

comparados com a laguna Mundau que ocorre em duas semanas.

As substancias humicas aquaticas da laguna Manguaba apresentam
maior nivel de agregacao o que pode ser relacionado com seu maior grau de
humificagao.

As SHA desempenham um papel importante na determinagao da
especiacao, destino, transporte e biodisponibilidade do mercurio em ambientes
aquaticos. Observou-se que as substancias humicas aquaticas da laguna
Mundaul apresentam maior capacidade de complexacao por ions mercurio (ll),
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sendo estas menos aromaticas € possivel inferir sobre fortes interagdes entre
mercurio com grupos funcionais contendo enxofre, ou seja, do tipo tiol em

matéria organica.
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