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RESUMO

Neste trabalho, foram caracterizadas amostras de substancias himicas aquéticas
(SHA) do rio Negro coletadas nos meses de marco, junho, setembro e dezembro de 2012. As
caracterizacdes dos seus componentes quimicos foram feitas utilizando das técnicas de
Analise Elementar, RMN de C® e 'H, FT-IR, UV-VIS e GFAAS Foram realizados estudos
de disponibilidade dos metais Cu, Fe, Al e Zn das diferentes amostras, utilizando a técnica de
competicdo SHA-M/EDTA e estudos de troca de metais originalmente complexados por ions
de Cu?*, ambos utilizando o sistema de ultrafiltracdo tangencial. O periodo sazonal em estudo
teve estacBes de cheia e seca mais acentuados que a média dos dez anos anteriores. As analises
estruturais das SHA, nos diferentes métodos, ndo sugerem uma variacdo estrutural
significativa em todo o periodo estudado. Também ndo foram observadas variacbes
significativas na disponibilidade e troca de metais por ions de cobre. Os resultados obtidos
foram diferentes da literatura das SHA, que apontam haver diferenca na sua estrutura em

periodos diferentes.

Palavras chave: substancias humicas; disponibilidade de metais; rio Negro.



ABSTRACT

In this work, Negro River’s samples of aquatic humic substances collected in March,
June, September and December of 2012, were characterized. The characterization of chemical
components has been made through elementary analysis techniques, C*3and *H NMR, FT-IR,
UV-VIS and GFAAS. Studies of availability of metals Cu, Fe, Al and Zn of the different
samples using the competion technique AHS-M/EDTA and metal exchange studies originally
complexed by Cu?*, both using tangential ultrafiltration system, were performed. The seasonal
period under study has presented drought periods and full of the river more accented than the
average of 10 years prior. The AHS structural analysis by the different methods do not suggest
a significant structural variation throughout the study period. Significant variation in the
metals availability and exchange by Cu?* was also not noted. The results obtained were
different from the AHS literature, which indicate there is a difference in the structure at

different periods.

Keywords: humic substances; availability of metals; Negro river



1 INTRODUCAO

Substancia humica (SH) € o resultado de processos microbioldgicos de
decomposicdo da matéria organica, como residuos de plantas e animais, formada por
subestruturas de carater alifatico e aromatico (STEVENSON, 1982). Sua estrutura é complexa
e ainda ndo totalmente definida. As SH também estdo presentes em meios aquéticos e sao
conhecidas como substancias himicas aquaticas (SHA). Sua origem pode ser aloctone, que
sdo levados por pequenos cursos de agua, aguas subterraneas, lixiviacdo e por erosao dos
solos, sendo transportadas aos lagos, rios e oceanos, ou autoctone, que sdo derivadas dos
constituintes celulares e da degradacdo de organismos aquéticos nativos (HAYES et al., 1989).
A grande participacdo das substdncias humica aquéaticas nos processos de transporte,
labilidade e complexacdo de espécies metalicas/pesticidas, justificam a importancias do
estudo de suas caracteristica e comportamento no ambiente. (ROCHA; ROSA, 2003)

No estudo de suas caracteristicas estruturais sdo empregados varios métodos
quimicos, fisicos e espectroscépicos que sdo utilizados em estudos de macromoléculas e
quimica organica. Contudo, ha uma grande dificuldade na interpretacdo dos resultados, isto
porque as SH tém natureza heterogénea e uma grande complexidade de reacdo inter e
intramolecular (SWIFT, 1996).

A natureza das aguas (rios, lagos ou mar) e a estacdo do ano determinam os diferentes
processos de humificacdo de formacdo das substancias humicas aquéaticas (THURMAN,
1985). Estudos da influéncia de fatores sazonais nos processos de formacédo das substancias
himicas sdo de grande importancia, sendo utilizados por exemplo em trabalhos do
monitoramento ambiental que utilizam modelagem matematica, isso porque, as SH
influenciam diretamente no comportamento de varias espécies presente no ambiente e séo 0s
principais complexantes organicos naturais (GOVEIA et al., 2011).

O rio Negro é um dos trés maiores rios do mundo. Passa por seu leito mais agua do
que a que corre em todos os rios da Europa juntos. Um dos principais afluentes do Amazonas,
responsavel por 15% da agua que ele despeja na Atlantico, o Negro drena uma area
correspondente a 10% dos 7 milhGes de quilémetros quadrados da Bacia Amazodnica. O
processo que da origem a sua cor, alvo de especulagdes de cientistas por mais de 200 anos, sO
foi adequadamente explicado em 1980, quando o quimico americano Jerry A. Leenheer
realizou estudos em areas de podzois do rio Negro e conduziu experimentos em laboratdrio,
foi definitivamente elucidada a origem das aguas pretas. Desses estudos, concluiu-se que as
aguas pretas resultam de um processo de escoamento lateral de aguas, que carrega grande



quantidade de &cidos organicos provenientes da decomposicdo de restos vegetais nos solos
arenosos do médios e alto rio Negro. Estudos subsequentes confirmaram as ideias de Leenheer
sobre a origem das aguas pretas, relacionando a sua coloragdo as substancias humicas
dissolvidas — substancias organicas acidas e coloridas, provenientes de decomposicdo. As
substancias humicas representam aproximadamente metade da matéria organica soltvel das
aguas do rio Negro. A outra metade é constituida de &cidos orgénicos sem cor (ZEIDEMANN,
2001)



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Substancias Himicas

A primeira tentativa para isolar substancias himicas (SH) de solo foi de Franz Karl
Achard em 1786, quando submeteu turfas a solventes alcalinos e obteve uma solugédo escura
que precipitava por acidificagdo. O material precitado, foi chamado de acido humico, e essa
definicdo é usada até hoje. Em seu experimento, Achard também conclui que a extracdo em
turfas gerava uma grande quantidade desse material e que isso é devido ao seu alto estagio de
decomposicdo (STEVENSON, 1982).

O termo “humus” (do latim, equivalente ao solo) foi utilizado pela primeira vez por
Nicolas Thédore de Saussure em seu trabalho intitulado de Recherches chemiques sur la
végetation,(DE SAUSSURE, 1958) usando esse termo para descrever o matérial de cor escura
que é originado do solo e que tem origem na decomposi¢édo vegetais, sendo podre em oxigénio
e hidrogénio, mas rico em carbono (STEVENSON, 1982).

Sua estrutura, até os dias de hoje, ainda néo foi totalmente compreendida devido alta
complexecidade. Varios autores se propuseram as estudar suas vias de formacao de estrutura
quimica. Dentre esse autores destam-se Kononova (1966), Schnitizer e Khan (1989), e
Stevenson (1982, 1994). A Figura 1 mostra as principais rotas do processo de formacéo das
SH.
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Figura 1. Rotas propostas para o processo de formacao de SH. Adaptada de Stevenson, (1994).

Na rota de formacéo 1 propde-se que a formacéo das SH tem origem no processo de
condensacdo entre acUcares e aminoacidos através da polimerizacdo, ndo havendo a
participacao de enzimas, sendo esses dois originarios da atividade microbiana. As rotas 2 e 3
mostram a teoria classica da formacdo do humus, que envolve quinonas no processo de
formag&o. A rota 4 sugere que as SH sdo derivadas de ligninas modificadas (ROCHA; ROSA,
2000).

Segundo Cardoso, et al, (1992), em solos de areas hidromorficas e aonde a drenagem
ndo e suficiente, a rota da lignina € predominante. Ja em alguns solos sobre florestas, a sintese
das SH a partir de polifendis é de grande importancia. Em meios que apresentam baixa
atividade bioldgica, a rota através da condensacdo de aminoagtcares tem maior importancia,
ja que assimilagdo bioldgica dos agucares e mais rapida.

A via de condensacdo polimérica de polifenois e quinonas tem sido a mais utilizada
pelos pesquisadores da Sociedade Internacional de Substancias Humicas Aquaticas
(STEVENSON, 1994)



2.2 Estrutura das Substancias Hamicas

Pouco se conhece sobre a estrutura quimica das SH em razdo da sua natureza
heterogénea e complexa, ainda que haja grandes esforcos de pesquisadores da area (POPPI;
TALAMONI, 1992). As SH podem ser tambem fracionadas, por sua vez, em acido himico
(AH) e &cido falvido (AF). Os AH séo definidos como a fragdo insollvel em condigdes acidas
(pH < 2), mas soluveis a valores de pH maiores, enquanto os AF representam a fracéo soltvel
para todos os valores de pH (HAYES, 1985).

Schnitzer e Khan (1972) concluiram que a AF consiste em grupos fendlicos ligados
a grupos acidos benzeno carboxilicos por pontes de hidrogénio, formando uma estrutura
polimérica com alta estabilidade. JA& o AH apresenta modelo estrutural mais recente (Figura
2), proposto por Schulten (1995) sendo determinado pelos de estudos de pirdlise,
espectroscopia, degradacdo oxidativa e microscopia eletronica. De acordo com Rice e Lin
(1993), é possivel descrever a natureza das substancias humicas usando o conceito de

geometria fractal, ou seja, representacdo geométrica para sistemas altamente desordenados.
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Figura 2. Estrutura proposta para o acido humico por Schulten (1995).



Segundo Hayes (1985) a macromolécula de substancia himica pode ser presentada
como uma fita (Figura 3), que em sua extensdo apresentam cargas negativas e positivas. Sua
estrutura é flexivel, resultando em uma conformacdo préxima de uma esfera, apresentando em

seu centro a maior densidade e menor densidade em seus limites (SWIFT, 1989)

Figura 3. Diagrama representativo da estrutura em forma de “fita”, mostrando flexibilidade
de macromolécula (SWIFT, 1989).

A Figura 4 mostra uma possivel conformacéo espiral ao acaso em forma esférica da
estrutura  macromolecular da SH. Esse modelo pode ajudar a explicar ligacOes

intermoleculares, cruzadas e irregularidades da estrutura quimica.

Figura 4. Diagrama representativo da estrutura da condensacéo da estrutura espiral ao acaso
(SWIFT, 1989).

O tamanho da esfera dependera de varios fatores, como por exemplo a extensdo da
“fita”, extensOes das ramificacoes, da solvatacdo, concentragdes de sais na solucao, densidade
de carga, ligacOes cruzas e ionizacdo dos grupos &cidos (GHOSH; SCHNITZER, 1982;
HAYES, 1985).

Ghosh e Schnitzer (1982) estudaram os efeitos provocados pelo pH e a forga ibnica
na conformacao das macromoléculas de acido humico e fulvico, através de estudos de pressdo
de superficie e viscosimetria. As influéncias dessas duas variaveis na estrutura dos AH e AF

sdo mostrados da Tabela 1.



Tabela 1. Efeito da forca i6nica e pH na conformacdo dos &cidos humicos e fulvicos.
(GHOSH; SCHNITZER, 1982; HAYES, 1985).

Conc. do eletrolito (mol L) pH

Acidos

Conc.do | 4401 | 0,005 | 0,010 | 0050 | 20 | 35 | 65

acido

Baixa e | S D aq gg AN | e
Fulvico

Alta s 9o | @ | o 228 ¢

Baixa m~——— | e | T < r~—
Humico

Alta © @ © a @

A tabela mostra grande influéncia que o pH e a forca idnica tém sobre a estrutura das
macromoléculas dos &cidos humico e fulvico. Essa variacdo da conformacdo estrutural

implica diferentes interacdes entre a matriz himica e cation metalicos.

2.3 Substancia Hamica Aquatica

Em geral, as substancias humicas aquaticas (SHA) podem ser consideradas como
misturas polidispersas e heterogénea, constituidas de moléculas organicas refratarias, sendo o
resultado da degradacgdo e condensacdo bioldgica e quimica da matéria organica, mesmo que
tenham origens e métodos de extracdo diferentes, podendo ter uma variabilidade da sua
estrutura e composicdo (ABBT-BRAUN; LANKES; FRIMMEL, 2004). Os sistemas
aquaticos ricos em matéria organica dissolvida (MOD), como aguas superficiais e
subterraneas, apresentam como caracteristica cor marrom-amarelada. Essa cor € atribuida a
presenca das substancias humicas aquéaticas sendo o principal constituinte do carbono
organico dissolvido nessas aguas (DITTMAR; KOCH, 2006; MOPPER et al., 1991).

As SHA foram definidas por Thurman e Malcolm (1981) como a parte amorfa e ndo
especifica, retirada da matéria organica dissolvida em pH 2,0, sendo esta adsorvida em coluna

de resina XAD-8 apresentando altos valores de coeficientes de distribuicéo.



As diferentes nomenclaturas para as fragcbes de SH (AH, AF) também sdo aceitas
para as SHA pela Sociedade Internacional de Substancias Himicas (IHSS), mesmo essa sendo

baseada na quimica do solo.

2.4 Composicao Elementar das Substancias Hamicas

A composicao elementar de uma substancia quimica é sua principal caracteristica. O
primeiro passo para a obtencdo da formula molecular e estrutural de uma substancias esta na
determinacéo de sua composicdo elementar. No entanto, quando se trata de matérias que nao
possuem uma estequiometria definida, como por exemplo o carvao, querogénio e substancias
hdmicas, os mesmos conceitos ndo podem ser utilizados e uma Unica férmula estrutural ndo
existe para esse meterias (RICE; MACCARTHY, 1991).

A analise elementar também pode ser empregada para fazer a identificacdo de
possiveis alteracdes na composicdo quimicas das SH extraidas do solos ante aos diferentes
manejos, tratamentos e adi¢cdo de lodo do esgoto tratado (NARIMOTO, 2006; SANTOS,
2006; SENESI et al., 1989). Valores elevados da razdo atdbmica H/C sugerem estruturas mais
alifaticas, enquanto que valores baixos podem ser devidos a estruturas mais aromaticas.

No processo decomposi¢do da matéria organica, parte do carbono é liberada na forma
CO., sendo esse processo acompanhado pela conversdo de C e N em tecido microbiano. O
teor de nitrogénios dos residuos da decomposi¢do de organicos, refletidos pela razdo C/N, sdo
utilizados para mensurar a magnitude dos processos de mineragdo e imobilizagéo, sendo esses
opostos entre si. Quando a razdo C/N valores acima de 30 significa dizer que ha baixas
reservas de N mineral, e isso pode ser atribuido aos processos de imobilizacdo por
microrganismos. A razdes de C/N menos que e 20 apontam haver um aumento no teor de N
mineral, sugerindo por tanto predominancia do processo de mineralizagdo (STEVENSON,
1982).

O grau de incorporacdo do nitrogénio, que indica o estado de humificacdo nas
diferentes estruturas humicas, podem ser calculados através da razdo C/N, obtidos pelos
valores de composicdo elementar. Tambem utiliza-se esses valores para determinar a taxa de
degradacdo de residuos organicos no solo e compostos organicos originarios de residuos
vegetais (SILVA et al., 2004).

A analise de composicdo elementar é empregada para terminar porcentual elementar

de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre de compostos orgéanicos e organometalicos,



através de cromatografia gasosa. Na maioria das vezes, amostras de 1,0 mg sdo pesadas em
recipientes de estanho, onde sdo introduzidas em um tubo vertical feito de quartzo, ficando
mantidas a temperatura de 1.030 °C, com constante fluxo de gas hélio. A combustédo das
amostras acontece quando a amostra chega ao tudo de vertical de quartzo e o gas hélio
¢ enriquecido temporariamente por oxigénio, ocorrendo a rapida combustdo da
amostra. Os gases obtidos passam sobre Cr.Oz com o intuito de que a combustdo
tornasse quantitativa e sobre cobre, tudo isso a 650 °C, para que possa ser removido o
excesso de oxigénio e provocar a reducdo dos 6xidos de nitrogénio para N2. Apos essas
etapas, a mistura gasosa passa através de uma coluna cromatografica mantida
aproximadamente a 100 °C. As vaérias substancias formada (N2, CO2, H20) sdo
separadas e eluidas até chegar o detector de condutividade térmica (FAUSTINO, 2007;
STEVENSON, 1982).

2.5 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de infravermelho sdo utilizados caracterizar diferentes ligacOes
quimicas entre dtomos, através de deformacfes vibracionais e rotacionais, que absorvem
energia em especificas frequéncia de ressonancia, de acordo com as caracteristicas quimicas
dos atomos envolvidos.

No estudo de substancias humicas essa técnica é utilizada para observar o arranjo
estrutural, natureza, reatividade dos diferentes grupos funcionais que contém oxigénio, a
presenca de proteinas e carboidratos, além do grau de pureza da amostra em relacdo a
contaminantes inorganicos, como por exemplo a presenca de metais, sais e argilas
(STEVENSON, 1982). Os espectros de SHA apresentam pequenas diferencas quando
comparados aos espectros de SH e AH, entretanto sua fei¢do geral é bastante parecida.

2.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O principio das diferentes técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN)
baseiam-se na emissao de ondas radiofrequéntes (MHz), e absorcdo dessas ondas por &tomos
que tenham spin nuclear (1) diferente de zero, estando todos sobre o efeito de campo

magnético. Seu conceito aparenta ser simples, porém principalmente em analises de



experimentos multidimensionais, essa técnica pode ser bastante complexa. O uso dessa
técnica nos estudos com substancias humicas, principalmente estdo voltados a quantificagéo
e identificacdo dos seus diferentes grupos funcionais. Essa técnica tem sido aplicada com
sucesso em avaliacGes qualitativas da MO em sistemas de manejo de solos diferentes (ABREU
JR. et al., 2009).

Por causa de variabilidade de seus métodos analiticos, a técnica de RMN é utilizada
em varios outros campos de pesquisa além da quimica, mostrando-se capaz de resolver varias
questdes quimicas da matéria, tornando-se uma das técnicas mais importantes para 0s
quimicos (NOVOTNY, 2004).

Os acidos humicos isolados de solos tropicas com predominancia de minerais de
argila tem consideravel teor de Fe, um metal paramagnético, e isso pode ocasionar o
alargamento dos sinais, alteracdo no tempo de relaxacdo e consequentemente na intensidade
relativa dos sinais. Esse problema pode ainda ser agravado pelo fato de que para isolar acidos
hamicos de amostras de solo € necessario a utilizagcdo de acidos que podem resultar na
degradacédo de minerais de Fe, aumentando ainda mais sua concentracao na amostra de acido
hdamico (CANELLAS; SANTOS, 2005).

Na analise dos espectros de RMN de C*3 das SH, as faixas de deslocamentos quimico
e suas atribui¢des ndo sdo bem conhecida. Nao existe da literatura de himicos um consenso
quanto a escolha das faixas de deslocamentos quimicos observas suas atribuicdes (ESTEVES,;
OTERO; DUARTE, 2009; FUKUSHIMA et al., 1995; OLIVEIRA, 2007; ROCHA et al.,
2000a; YAMAMOTO et al., 2010), essa falta de consenso prejudica a comparacdo dos

diferentes resultados.

2.7 Interacdo do Metal com SHA

Os &cidos humicos apresentacdo excelente capacidade de complexacdo por metais.
A principal explicacdo para esse fato é o alto teor de oxigénio presente em sua estrutura na
forma de grupos fendlicos e carboxilicos (BURBA; ROCHA; KLOCKOW, 1994; BURBA,;
ROCHA,; SCHULTE, 1993). A presenca de desses grupos quimicos no AH faz com o que
ocorram a formacé&o de ligacBes quimicas simples e polidentadas com as espécies metalicas
em solugéo (Figura 5) (SOARES-PRADO, 1998).
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Figura 5. Esquema de complexagdo de meias pelo &cido humico (adaptado de SANDRO,
1998).

Metais complexados pelo acido humico, podem ndo esta somente em sua forma
dissociada, sendo possivelmente adsorvidos em complexos de esferas internas na regido das
macromoléculas através das forcas de Van der Walls e pontes de hidrogénio como mostrado
da Figura 6 (BURBA; WILLMER, 1992; SENESI; SPOSITO; MARTIN, 1986).
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Figura 6. Esquema de complexos de esfera interna considerando forcas de Van der Walls e
ligages de hidrogénio (adaptado de SANDRO, 1998).

Para conhecer o feito toxico de um metal no ambiente aquatico, € preciso primeiro
entender e caracterizar as diferentes espécies quimica do metal. Assim que uma espécie
metalica chega no ambiente aquatico, poderdo haver uma série de situagBes que afetardo o
transporte e o destino do metal. Alguns exemplos dessas situagbes sdo 0s processos de
oxidacdo e reducdo, precipitacdo e dissolugdo, absorcdo e dessorcdo, e a complexacédo
(STUMM; MORGAN, 1995). O conhecimento desses processos e a biodisponibilidade de
metais sdo de grande importancia, uma vez que por exemplo, nos Estados Unidos, o padrao
de qualidade da &gua baseia-se na fragdo solivel dos metais, embora j& se saiba que a



toxicidade e a biodisponibilidade deles sdo diretamente associados a presenca de substancias
complexantes e quelantes (ALLEN; HANSEN, 1996). Portanto para conhecer os efeitos de
toxicidade dos metais é de grande importancia contar com metodologias que auxiliem no
estudo desses diferentes processos.

A complexacdo de metais pesados também facilita o0 sequestro destes pelas plantas
por VAarios mecanismos (metais essenciais), previne a precipitacdo e acumulacao desses ions
no corpo sedimentado e influencia na eficiéncia da remocao de metais pesados no tratamento

de agua.

2.8 Estudo de Complexacao

Quando um metal chega no ambiente aquatico natural, como por exemplo através da
acao do homem, sua toxicidade é reduzida. Essa reducdo é devido a presenca de ligantes
metalicos no meio. A capacidade de complexdo desse ligantes € muitas vezes referida como
sendo a capacidade de complexacdo da agua. A fragdo da matéria organica dissolvida, com
massa molar de 1 kDa a 10 kDa tem maior afinidade pelos compostos organicos e espécies
metélicas (BURBA; ROCHA; KLOCKQOW, 1994).

As substancias humicas aquaticas tém grande influéncia na complexacdo de metais
nos ambientes aquaticos, causada por suas propriedades polieletroliticas (ROCHA et al.,
2000b). Uma grande quantidade de fatores afetam a estabilidade dos complexos SHA-Metal
formados, alguns exemplos desses fatores sdo: pH do meio aquéatico, concentragdo,
caracteristicas estruturais das SHA, concentracdo do ion metalico, quantidade de atomos
envolvidos na ligacdo, tempo de complexacdo e muitos outros (ARAUJO; ROSA; ROCHA,
2002; ROCHA et al., 2003).

No estudo de complexacdo de metais pelas SHA, séo utilizados diversos tipos de
calculos e modelos de complexacdo. Esses estudos de complexagdo de espécies metélicas
pelas SHA s&o possiveis através da adi¢do de complexantes especificos, como por exemplo o
DTAP, EDTA e Cu, e a utilizacdo de novas metodologias, visto que esses métodos de analise
tém como principio o estudo da alteracdo do equilibro quimico entre a SHA e as espécies
metalicas orginalmente complexadas. As interacGes entre a matéria organica aquatica e 0s
metais, podem ser caracterizadas através do estudo das constantes de estabilidade das espécies
metalicas com as fracbes humicas de diferentes tamanhos (VAN DEN BERGH;
JAKUBOWSKI; BURBA, 2001).



As substancias humicas formam misturas altamente complexas com ions metélicos,
devido a sua caracteristica polifuncional, e esses complexos macromoleculares formados séo
dificilmente caracterizados por simples constantes de estabilidade termodinamicas (BUFFLE,
1989).

Preferivelmente, para fazer a caracterizagéo dos complexos de SH-metal em solucGes
com constantes de estabilidade termodindmica condicionais, considera-se os ligantes SH-
metal segundo o0 modelo de distribuicdo continua (DE WIT et al., 1990) ou 0 modelo de ligante
discreto (MARINSKY; EPHRAIM, 1986). Estes modelos oferecem uma caracterizacao
termodindmica bastante confidvel para os complexos de SH-metal formados através de
solugéo de SH isoladas (MARINSKY; EPHRAIM, 1986).

Através de alguns estudos de hidrocoloides ricos em organicos (BUFFLE;
LEPPARD, 1995) pode se concluir que a estabilidade global das espécies reais de SH-metal,
em 4gua naturais, estd intrinsecamente ligado a fatores termodindmicos e cinéticos
sobrepostos por um complicado processo de transformagdo. Nesse caso, a chamada
disponibilidade de espécies SH-metal pode ser considerada como um parametro substituto
mais apropriado para sua caracterizacdo (VAN DEN BERGH; JAKUBOWSKI; BURBA,
2001).

Segundo Buffle e Leppad (1989) as espécies aquaticas de SH-metal e sua estabilidade
condicional e disponibilidade, respetivamente, podem ser avaliadas por algumas ferramentas
analiticas combinado métodos eficientes de diferenciacdo (ex. troca ibnica, sorcao,
ultrafiltracdo) e métodos de determinacdo (ex. espectroscopia atbmica).

No experimento de troca de espécies SH-metal com EDTA com o tempo controlado,
sob condi¢fes padronizadas, utiliza a ultrafiltracdo tangencial de fluxo rapido para fazer a
diferenciacdo analitica dos complexos EDTA-metal formados, sendo essa a base desse
procedimento. A cinética e o rendimento de EDTA-troca sdo utilizados para fazer a
caracterizacdo operacional da estabilidade cinética e da disponibilidade das espécies SH-metal
(VAN DEN BERGH; JAKUBOWSKI; BURBA, 2001).

2.9 Sistema de Ultrafiltracdo

Uma das metodologias mais citadas na literatura para extragcdo e concentragdo da
matéria organicas dissolvida € o sistema de ultrafiltracdo (AIKEN et al., 1985). Geralmente,

também utiliza-se esse método para dividir a matéria organica em diferentes tamanhos



moleculares, através de membranas de filtragdo com porosidade variadas (ASTER; BURBA,;
BROEKAERT, 1996; BURBA; SHKINEV; SPIVAKOV, 1995; ROCHA et al., 1999, 2000b).
Esse apresenta grandes vantagens, ndo sendo destrutivo e ndo precisar da adi¢éo de reagentes,
assim, diminuindo possiveis alteragdes na amostra (KILDUFF; WEBER JR., 1992).

O sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencial de estagio simples (UF-FT) foi
desenvolvido por Burba et al. (2001), sendo esse sistema capaz de determinar a concentragao
de metais livres. Esse método quando comparado ao sistema de ultrafiltracdo convencional
apresenta alguns beneficios como diminuicao dos efeitos de entupimento e/ou polarizacao das
membranas, e a possibilidade de trabalhar com sistemas abertos, reducdo do volume filtrado
e tempo de filtracdo, diminuindo os efeitos de deslocamentos no equilibrio da solugdo e maior
agilidade na filtracdo (ROCHA; ROSA, 2003).

Informacdes cinéticas e termodinamicas fornecidas séo fornecias atraves do sistema
de ultrafiltragdo tangencial, que podem ser utilizadas para caracterizar, através de reacdes de
troca de ligante/ou de metal, as espécies metélicas ligadas na matéria organica (BURBA; VAN
DEN BERGH; KLOCKOW, 2001).

29.1 Cobre

Em processo metabolicos e em baixas concentracfes o cobre é essencial, pois nos
processos sintese de tecido conjuntivo, neurotransmissao, metabolismo celular do ferro na
defesa de radicais livre, atua com cofator enzimatico (SORENSEN, 1991). Porém em altas
concentracdes ele pode ser tdxico para varias espécies aquaticas (MATSUO; WOOD; VAL,
2005; MCGEER et al., 2000). Existem varias formas toxicas do cobre, como por exemplo o
CuOH*, CuCOsCu2(OH?)?*, e na forma monovalente de Cu™, que pode ser transportada por
membranas bioldgicas (PAQUIN et al., 2000).

Segundos vérios estudos, nos peixes de agua doce, exposi¢cdo ao cobre pode causar
vérias alteracBes na regulacio iénica (LAUREN; MCDONALD, 1985; MATSUO; WOOD;
VAL, 2005). A inibicdo das enzimas Na*/K*™-ATPase, presente nas branquias do peixes, pode
ser associada toxicidade de cobre, causando uma diminuicdo do influxo de sédio na membra
apical dos peixes (GROSELL; WOOD, 2002; WOOD, 1992). A presenca de cobre em
elevadas concentracGes pode ainda afetar o transporte paracelular, visto que o cobre compete
com jon Ca?* nas juncOes paracelulares, afetando assim permeabilidade da membrana-

branquial, e consequentemente causado o aumento do efluxo de ifons (LAUREN;



MCDONALD, 1985; MCGEER et al., 2000). Quando concentragdo critica do metal nas
branquias é atingida, devido ao seu acumulo, ocorre a intoxica¢do (DI TORO et al., 2000,
2001; PAQUIN et al., 2000) e consequentemente leva a morte dos peixes, muito
provavelmente causa pela grande perda de Na* e ClI" (LAUREN; MCDONALD, 1985;
MATSUO; WOOD; VAL, 2005; WOOQOD, 1992).

A biodisponibilidade de metais esté relacionada intrinsicamente a sua toxicidade.
Essa biodisponibilidade de cobre esta correlacionada, n6s ambientes aquaticos, a diversas
condi¢cdes ambientais, como por exemplo ao teor de carbono orgéanico dissolvido (DOC),
concentracdo de célcio e pH (DE SCHAMPHELAERE; JANSSEN, 2004; DI TORO et al.,
2000, 2001; LEE, 2000; PAQUIN et al., 2000, 2002; PLAYLE; DIXON; BURNISON, 19933,
1993b). Aguas com baixa dureza, apresentacdo maior toxicidade pelo cobre, a razo para isso
poder estd na competicdo de sitios ligantes, no epitélio branquial dos peixes, como ions de
calcio (MATSUO; WOOD; VAL, 2005; PLAYLE; DIXON; BURNISON, 1993a). Nas
juncdes paracelulares das branquias, seus sitos de ligacao apresentam maior afinidade por ions
de cobre que por ions de calcio, entretanto, em dguas com que apresentam alta dureza por ion
de célcio, a competicdo com ions de cobre ajuda na interacdo do calcio nos sitos branquias em
detrimento ao cobre (MATSUO, 2004).

Alguns estudos mostram que a presenca da matéria organica dissolvida e particulada,
no ambiente aquéatico, podem reduzir a toxidade de metais. Ela atua como uma espécie de
protecdo, formando complexos organometalicos com metais e assim reduzido a teor de ions
metalicos livre para interagir com as espécies aquaticas (DE SCHAMPHELAERE;
JANSSEN, 2004; WOOD et al., 2003). Isso acontece porque a ligacéo entre a matéria organica
dissolvida e os ions de cobre é mais estavel, quando comprara a ligacdo que acontece entre
as branquias dos peixes e os ions de cobre (MATSUO; WOOD; VAL, 2005; MATSUO et al.,
2004; MCGEER et al., 2002; PLAYLE; DIXON; BURNISON, 1993a, 1993b).

O pH das aguas pode aumentar a toxicidade de cobre, uma vez em pH mais acidos,
o complexo formado pela matéria orgénicas dissolvida e os ions de cobre, torna-se menos
estavel, fazendo assim que mais ions de cobre estejam disponiveis para interagir com a
branquial dos peixes (DI TORO et al.,, 2001; MENEZES, 2005; PLAYLE; DIXON;
BURNISON, 1993a; WOOD, 1992).

Segundo Sampaio (2000), a origem do cobre na regido da amazonica pode ser através
da acdo do homem, ou pela lixiviagdo de solos que contenham grandes quantidades de metais.
Por esse motivo a composicao da dgua estéa diretamente ligada ao tipo de solo e dos sedimentos

da bacia hidrografica. Na Amazonica as aguas apresentam teor de cobre abaixo da média



mundial encontrada (DAMOUS et al., 2002). Diversas atividades do homem resultam na
contaminacgéo dos rios por Cu, como por exemplo a construcao civil, mineragdes, despenho
de residuos industriais, poluicdo urbana, tintas e pecas automobilisticas (DAMOUS et al.,
2002; HORBE et al., 2005; LEE, 2000; SAMPAIO, 2000; SANTANA, 2007).

As atividades de mineracdo na Amazonia séo limitadas a algumas poucas regides,
porém seus efeitos sdo facilmente percebidos. As principais formas de mineracdo na regido
amazonica sdo a extracao de minérios de cobre (DAMOUS et al., 2002).

Segundo Santana (2007), o crescimento da industria e descargas urbanas também sao
grandes fontes de cobre na regido de Amazonia. Pequenos cursos d’aguas, préximo ao polo
industrial de Manaus, por exemplo o “Igarapé do 40”, ja foram registradas concentragdes de
cobre préximos 1.000 pg L™ (SAMPAIO, 2000). O limite maximo de concentragio de cobre
estabelecido para aguas de Classe I, pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA),
resolugio 357/2005, é de 9,0 pug L. Agua de Classe I, sdo aguas que passaram um por
tratamento simplificado, e sdo destinadas para o consumo humo, a irrigacdo de hortalicas e
frutas, a protecdo de comunidades aquaticas e a a protecdo das comunidades aquaticas em

terras indigenas.

2.9.2 Ferro

O ferro e suas ligas metalicas tem diversas aplicacfes em varios tipos de construcoes
metalicas, e seus compostos sdo utilizados para muitos fins. Alguns exemplos da utilizacdo de
seus compostos sdo, por exemplo, o sulfato ferroso que € empregado como fungicida e usado
na tinturaria; o cloreto e nitrato de ferro que sdo empregados como mordentes, ¢; a hematita e
a limonita usadas como abrasivos, adsorventes e pigmentos; na fabricacao de tintas de caneta
a industria utiliza o principalmente os composto “azul-de-tumbull” e o “azul-da-Prussia”
(MARQUES, 2014).

Ferro € um componente essencial da hemoglobina a mioglobina e facilita seu
transporte, transi¢cdo para o armazenamento do tecido, e o uso celular de oxigénio (OTTEN;
HELLWIG; MEYERS, 2006). Ele também um papel importante no citocromos dentro das
mitocondrias, media a transferéncia de elétrons na cadeia de transporte de elétrons. O
Citocromo P450 no figado e intestino degradam compostos endégenos e toxinas ambientais.
O Ferro também faz parte das enzimas heme (heme é um conjunto de proteinas envolvidas

nos processos bioldgicos fundamentais como respiracdo, fotossintese e transporte de



oxigénio) (LAYER et al., 2010) como por exemplo a catase, xantina oxidase, e glutationa
peroxidase e atua como cofator enzimético para aconitase, NADH desidrogenase, succinato
desidrogenase, e a-glicerofosfato desidrogenase. O ferro é absorvido como ferro ferroso
através do DMT1 (divalente metal transporter 1) localizado na membrana apical do enterocito
(COOK; FINCH, 1979). O Ferro heme também podem ser absorvidos pela proteina HCP1
(heme carrier protein) na membrana apical depois que o ferro é liberado pela acdo da
lisossomal heme oxigenasse. Uma quantidade consideravel do ferro no corpo é reciclada pelo

colapso das células vermelhas diariamente devido seu envelhecimento e as perdas sanguineas.

2.9.3 Aluminio

O Aluminio é um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre, sendo o terceiro
em abundancia, antecedido pelo oxigénio e silicio. No solo esta presente nas formas de
diversos déxidos e hidroxidos incluindo o ferro, como por exemplo a gibbsita e caulinita em
minerais de argila. E encontrado também como fon trocavel, precipitado ou adsorvido em
compostos hidroxilados complexos e associados a minerais organicos (MCBRIDE, 1994,
SHUMAN, 1990; SOON, 1993).

A presenca de alumino, em suas diferentes formas, no solo pode provocar a sua
fitotoxidez em regiGes de solos &cidos, diminuir a capacidade de troca de cations e influenciar
em varios aspectos fisicos do solo (GOLDBERG, 1989).

Solos com alto teores de argilominerais 2:1 e pobres em Oxidos de ferro e alumino,
sofrem menor degradacdo quando comprados a solos de regiBes tropicais, que apresentam
menor predominancia da fracdo argila de argilominerais do tipo 1:1 e menor presenca de
oxidos de ferro e alumino (TROECH; HOBBS; DONAHUE, 1980). Na degradagéo do solo,
oxidos de ferro, como por exemplo goethita e hematita, e os 6xidos de alumino, por exemplo
a gibbsita, tem grande importancia, uma vez que esses 6xidos sdo diretamente relacionados a
agregacéo do solo, sendo considerados agentes desorganizadores & nivel microscopico, uma
suas concentragGes aumentam, a particulas do solo apresentam uma organizacao mais casual,
e por isso, sua estrutura tente a granular (RESENDE, 1985). A importancia do alumino na

agregacao de Latossolos foi estuda e confirmada por Ferreira et al. (1999a, 1999b).



294 Zinco

Devido ao seu alto potencial de oxidagdo, o Zn ndo é encontrado na forma de
elemento livre, sendo contrato principalmente na forma de sulfeto ZnS. Suas ligas ou
encanamentos ndo devem mais ser utilizados. Os ions de Zn (Il) participam dos processos
enzimaticos de mais de 80 enzimas. Seu consumo diario é recomendado de Zn é de 2 a 15 mg
e de 15 mg para mulheres em periodo de amamentacdo. Na maioria do processo celulares
mostram alguma influéncia do Zinco. A baixa ingestdo de zinco por elevar a diversas
perturbacdes, como por exemplo, perda do apetite, queda de cabelos, alteracdo no
crescimento, alteragcdes no comportamento sexual, feridas da pele e etc. Segundo a
Organizacao Mundial de Satde (OMS) a concentracdo maxima de Zn em &gua potavel é de 2
mg L! (ROCHA; HIRCHE, 1994).

A principais utilizagdes do zinco na indudstria sdo; na producdo de inseticidas;
pigmentos para pinturas; produtos farmacéuticos; cosméticos; e para fins elétricos, sendo por
tanto encontrados em diversos residuos industriais. Presenca de zinco na dieta e essencial para
0 metabolismo humano, uma vez que ele faz parte de ampla variedade de compostos
enzimaticos e que atual da atividade de insulina. A quantidade de zinco nos tecidos humanos
estdo entre 10 a 100 mg L. Os gldbulos brancos do sangue, apresentagio cerca de 3 % zinco.
O ser humano elimina em média 10 mg de zinco pelas fezes e 0,4 mg na urina (BATALHA,
1998).



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar amostras de substancias himicas aquaticas do rio Negro em diferentes
periodos, através das proporcdes dos seus principais grupos ligantes e suas disponibilidades

de metais.

3.2 Especifico

e Coletar quatro amostras de 4gua durante os periodos de cheia e vazante do rio
Negro-AM,;

e Obter as amostras de SHAS anidra;

e Caracterizar seus principais grupos ligantes SHA,

e Fazer os estudos de disponibilidade de metais utilizando o sistema de

ultrafiltracdo tangencial.



4 METODOLOGIA
4.1 Amostragem

Foram coletadas amostras de agua do rio Negro nos finais dos meses de marco, junho,
setembro e dezembro de 2012 que correspondem, respectivamente, aos periodos hidrolégicos
de enchente, cheia, vazante e seca. O ponto de coleta das amostras situa-se entre as
confluéncias das bacias do Tarumé&-Acu e Taruméa-Mirim, aproximadamente 20 Km da cidade

de Manaus (Figura 7).
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Figura 7. Ponto de amostragem do rio Negro — AM (S 3704°13.74” ¢ W 60708°26.92”). Fonte:
INPE.

Em cada amostragem foram coletados 200 L de agua, acondicionando-os em

garrafBes de plastico e em temperatura ambiente.

4.2  Fluxograma da metodologia aplicada

A Figura 8 mostra o fluxograma da metodologia aplicada. Apés a coleta das amostra
e obtencdo de seus parametros fisico-quimicos no momento da coleta, foram utilizadas varias
técnicas para verificar as caracteristicas estruturais das amostras de SHA e foram feitos



estudos de complexacédo entre as SHA e Metal. Na caracterizagdo estrutural utilizou-se as
seguintes técnicas: Anéalise elementar CH e Teor de Cinzas; Aromaticidade utilizando a razéo
E2/Es; RMN de C e H!; FT-IR Determinacio de metais totais. Para o estudo de complexacio
das SHA com metais utilizou-se as seguintes técnicas: Deslocamento de metais originalmente
complexados pala SHA para EDTA; Troca de metais originalmente complexados pela SHA
por ions de Cu?*.

Amostra

A} A}

Andlise de agua Extracao das

SHA
Caracterizagdo Estudo de
da SHA complexagdo
| | | | | |
AY A A AY A AY
\
Deslocamento
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Figura 8. Fluxograma da metodologia aplicada.

4.3 Caracterizacao das amostras de agua

Para caracterizacdo fisico-quimicas das amostras, foram feitas medidas de pH,

condutividade e temperatura no momento da coleta.



4.4  Limpeza da resina XAD 8

A resina macroporosa XAD 8, utilizada para a extracdo das SHA, foi previamente
limpa por bateladas sucessivas com solucdes de acido cloridrico 0,1 mol L, hidroxido de
sddio 0,1 mol L e metanol, respectivamente, conforme recomendado pela International

Humic Substances Society (IHSS).

4.5 Extracdo das substancias humicas

Para extracdo, foi utilizado o procedimento recomendado pela IHSS (THURMAN;
MALCOLM, 1983). As amostras foram filtradas em sistema de filtracdo por gravidade com
papel de filtro Whatman 42 e, em seguida, acidificadas com soluc¢éo de acido cloridrico 6,0
mol L até pH 3,0. As amostras foram percoladas por gravidade através de colunas de vidro
(2 cm de diametro interno e 25 cm de altura) empacotadas com resina XAD 8, com fluxo de
3 mL mint. Com a saturacdo da resina, verificada pelo escurecimento, foram percoladas
sucessivamente com 300 mL de solucdo de acido cloridrico 0,01 mol L™, para a remogéo de
impurezas, e hidroxido de sddio 0,10 mol L™ para eluicio das SHA retidas pela resina com
vazdo de 1,5 mL min™. Ap6s cada eluigdo, a resina foi recondicionada, percolando 500 mL

de &cido cloridrico 0,01 mol L™, para continuar o processo de extrago.

4.6 Purificacdo dos extratos humicos

Antes de fazer as caracterizagdes da substancia himica aquatica, fez-se dialise para
remogdo do excesso de sais dissolvidos. As membranas de dialise (Samless cell 16 x 100
clear) foram preparadas segundo o procedimento descrito por (TOWN; POWELL, 1992).
Ap0s tratamento por 10 minutos com solugéo de bicarbonato de sodio 2 % (m/v) e solugéo de
EDTA dissodico dihidratado 0,01 mol.L, as membranas foram lavadas com agua deionizada
(65 °C) e estocadas em refrigerador.

Os extratos humicos foram purificados utilizando-se membrana de dialise contra
agua deionizada até teste negativo para cloretos (teste com solugéo de nitrato de prata 0,10
mol L) (CAMPANELLA et al., 1995). Ap6s a remogéo de excesso de sais dissolvidos por
dialise, os extratos humicos foram liofilizados conforme procedimento descrito por Pitombo

(1989). O material liofilizado foi pesado e mantido no dessecador.



4.7 Andlise elementar

Foi determinado a composicdo elementar das SHA em relacdo ao contetdo de
carbono, hidrogénio em equipamento para analise elementar CHNSO — CE Instrumensts,
Perkin-Elmer, EA 1110.

4.8 Teor de cinzas

Amostras de aproximadamente 10 mg dos extratos liofilizados foram calcinadas a
800 °C em mufla marca QUIMIS, modelo Q-318524, durante 4 h. Foi calculado o teor de
matéria organica pela diferenca de massa ap6s a calcinacao, considerando-se residuo final a
matéria inorganica (GRIFFITH; SCHNITZER, 1975)

4.9 Caracterizagdo dos grupos ligantes das SHA

4.9.1 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

As andlises de infravermelho foram feitas em um espectrometro com transformada
de Fourier, marca Bomem MB-102. Para a analise foram feitas pastilhas do material himico
liofilizado na proporgéo de 1-100 (1 mg de amostra e 100 mg de KBr). Foram feitas 16

varreduras com 2 cm de resolugdo e espectros obtidos na regido de 400 a 4000 cm™.

49.2 RMNde3Ce'H

Nos espectros RMN de *C foram obtidos em 75,5 MHz por um espectrdmetro
BRUKER ULTRASHIELD 300 usando as seguintes condi¢cdes experimentais: As amostras
foram preparadas utilizando 100 mg de SHA dissolvidos em 2 mL de NaOD 0,5 mol L™
tempo de aquisigéo 0,20 s; tempo total, 62 h; sweep width, 24414 Hz; e resolugéo, 3k, onde k
é um parametro experimental que representa o melhor nivel para a obtencdo do espectro de
RMN. Os espectros de RMN de H, das mesmas amostras, foram obtidos em 300 MHz usando
as seguintes condicOes experimentais: Tempo de aquisi¢do 0,58 s; tempo total de 37 min;

sweep width, 7002 Hz; nimeros de scans, 1400; e resolucdo de 4k. Em todas as analises de



RMN de 'H foram utilizadas o procedimento de pré-saturacio para reduzir o sinal proveniente
da agua.

49.3 Aromaticidade

Para o estudo de aromaticidade foi utilizada a equacdo I. Essa equacdo foi
desenvolvida por Peuravuori e Pihlaja (1997) que propuseram uma relagdo entre a
aromaticidade e a razdo E»/E3 (absorbancia em 250 e 365 nm) para o material humico. As
analises foram realizadas em espectrémetro de UV-VIS marca THERMO, modelo Aquamate.

Aromaticidade = 52,509 — 6,780 E»/Es (1)

4.10 Estudo de disponibilidade de metais das SHA utilizando sistema de ultrafiltracdo

tangencial

4.10.1 Montagem do sistema de ultrafiltracao tangencial

Este experimento consiste na separagéo por filtragdo em membrana de 1 kDa, entre
espécies metalicas livres e complexadas. As SHA apresentam tamanhos moleculares
superiores a 1 kDa e seus complexos ficam retidos na membrana, enquanto que 0s ions
metalicos sdo filtrados. A concentracdo do metal livre seré igual a concentracdo determinada
no filtrado e o metal complexado serda obtido por diferenca da concentracdo total. O
procedimento é capaz de fornecer parametros de complexacdo como, constantes de troca,
estabilidade dos complexos e afinidade de espécies metalicas por SH (BURBA; SHKINEYV;
SPIVAKOV, 1995; ROCHA; ROSA, 2003; ROMAQO; ROCHA, 2005).

Para os estudos de troca dos metais, originalmente complexados, de Fe, Zn e Al, por
fons de Cu?"e EDTA, utilizou-se o procedimento analitico adotado por Burba et al. (2001),

ilustrado na Figura 8.
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Figura 9. Esquema do procedimento analitico utilizado para estudos de troca entre espécies
metalicas originalmente complexadas por ions de Cu2+ e EDTA. Adaptado de Burba et al.,
2001.

O sistema de ultrafiltracdo foi montado utilizando uma célula Sartorius Ultrasart X,
equipado com membrana de porosidade de 1 kDa e 47 mm de diametro (Polyethersulfone,
Gelman Pall-Filtron OMEGA), uma bomba peristaltica de multiplos canais (Ismaltec modelo
MC-MS/CAB8), equipada com tubos Tygon®, controlador de pressdo, agitador magnético e
recipiente para adicdo da amostra. A amostra € aspirada do seu recipiente pela bomba
peristaltica, em velocidade maxima para evitar o entupimento da membrana, e a pressdo é
controlada com o ajuste do regulador de presséo fazendo o controle da filtragdo. A vedacao
da celula de ultrafiltracdo Sartorius Ultrasart X, originalmente, é feita através de um O-ring
de borracha, ndo sendo apropriado na determinacao e quantificacdo de metais traco, visto que
eles podem absorver e liberar metais ao sistema. Sendo assim, foi necessario testar alguns O-
ring disponiveis no mercado. Testou-se também a utilizacdo de um selo de nylon para

substituir o O-ring, utilizando chapas de acrilico para efetivar a vedagéo.



4.10.1.1 Teste dos diferentes Anéis de Vedacéo

Testou-se a absorcado e liberacdo de metais (Fe, Cu) com alguns tipos de O-ring (anel
de vedacdo) de silicone, borracha e Tygon®. Colocou-se, separadamente, os diferentes tipos
de O-ring em erlenmeyers de 50 mL, em seguida adicionou-se solucdo de Fe e Cu 50 ppb, a
cada erlenmeyers, até que os O-ring fossem cobertos, e em erlenmeyer separado foi feito um
branco. Feito isso, os erlenmeyers foram deixados em repouso por um periodo de 24 horas.
Apdbs esse periodo coletou-se 2 mL de cada erlenmeyers e quantificaram-se 0s metais

utilizando a técnica de espectrometria de absorcao atdmica em forno de grafite (GFAAS).

4.10.2 Estudo de troca dos metais Fe, Zn e Al por ions de Cu?*

Os metais Fe, Zn e Al foram comparados através das constantes de troca dos metais
com fons Cu?*. Essas constantes foram obtidas com o auxilio do sistema de ultrafiltracio
tangencial, adicionando 200 mL, ao recipiente de amostra, solugdo de SHA 100 mg L.
Primeiramente filtrou-se a primeira aliquota (2 mL), corresponde ao tempo zero, antes da
adicdo da solucdo de Cu?*. Essa aliquota contém uma pequena quantidade de Cu?* livre
originalmente na amostra de SHA, além de outras substancias (ex. proteinas, lipidios) ligadas
naturalmente com tamanho molecular menor que 1 kDa. Apds a coleta da primeira aliquota,
foi adicionado solucéo de Cu a solugdo SHA, ajustando a concentragdo inicial de Cu?* a 1 mg
L1, feito isto esperou-se 10 minutos, para que o equilibrio de troca fosse alcancado, e coletou-
se 2 mL do filtrado. Foram feitas sucessivas adi¢des de Cu?* até que a concentragio final
atingisse 40 mg L™ (Tabela 2), respeitando-se o tempo de equilibrio de troca e fazendo a coleta
de 2 mL a cada adicdo. (BURBA; VAN DEN BERGH; KLOCKOW, 2001; NIFANT’EVA
et al., 2001). As amostras foram analisadas em GFAAS marca PERKIN ELMER, modelo
SIMAA 6000.



Tabela 2. Volumes das adi¢des da solugdo de Cu?* (1 mg L) utilizados nos experimentos de
troca de metais originalmente complexados em 200 mL de SHA 100 mg L.

Cu2+ 50 d
Adicdes Volume (pL) adicionado Concztintraga(_)l €
Cu* (mg L)
(mg)
1 200 0,20 1,00
2 170 0,17 1,85
3 314 0,31 3,41
4 581 0,58 6,32
5 1074 1,07 11,69
6 1987 1,97 21,62
7 3674 3,67 39,98

Para o célculo das constantes K oca Utilizou-se as seguintes equaces:
M—-SHA+Cus Cu—SHA+M (Il

_ [Cu—-SHA][M]
KtTOCCl - [M-SHA][Cu] (III)

Onde [M] iivre € [Cu] iivre S@0 determinadas nos filtrados obtidos por ultrafiltracdo.
A concentracdo de metal complexado é obtida pela seguinte formula:
[M-SHA] = Cmt- [M]  (IV)

Onde Cmt € concentracdo de metal originalmente complexado pela SHA determinada
nas amostras no tempo zero, ou seja, antes da adicdo de ions de Cu?*.

A concentracdo de Cu complexada [Cu-SHA] ¢ dada por:

[Cu-SHA] = Ccuadd— [CU] (V)

Onde Ccu add € 0 SOMatorio da concentragdo de fons Cu?* na amostra aberta incluindo
a massa adicionada para cada intervalo de tempo.

Plotando os dados no grafico, sendo o eixo das abscissas a razao Cu?*jivre /Cu-SHA e
no eixo das ordenadas Miivre/M-SHA, calcula-se a regressdo linear e obtém-se a equagédo
reduzida de reta (y= bx + a), onde o valor do coeficiente angular (b) € a constante de troca
Ktroca (BURBA; VAN DEN BERGH; KLOCKOW, 2001).

4.10.3 Trocas de metais originalmente complexados pela SHA para EDTA

O experimento de troca de metais por EDTA foi feito similarmente ao experimento
de troca por Cu?*. Adicionou-se 200 mL da amostra de SHA (100 mg L) ao sistema de

ultrafiltracdo, submeteu-se a agitacdo e coletou-se uma aliquota do filtrado (2 mL) no tempo



zero. Em seguida adicionou-se 2 mL da solugdo de EDTA 10 g L, regulando-se assim a
concentragdo EDTA/SHA em 1:1. As coletas foram feitas nos tempos de (5, 10, 20, 60, 120,
240, 360, 480, 720, 1440 e 1680 min). As analises foram feitas em GFAAS (BURBA; VAN
DEN BERGH; KLOCKOW, 2001).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados da amostragem

Na Tabela 3 sdo mostrados os dados fisico-quimicos das amostras no momento da
coleta e a Figura 9 mostra uma comparacao entre os valores de cotas mensais do ano de coleta

(2012) com a media dos valores de cotas mensais nos dez anos anteriores.

Tabela 3. Dados fisico-quimicos das amostras de SHA do rio Negro.

Amostra RN  Temperatura (°C) Hora pH Condutividade

(uS cm™?)
Enchente 30,2 09:41 5,1 12
Cheia 30,0 10:00 5,5 12
Vazante 31,4 09:50 5,0 14
Seca 33,0 11:00 4,9 11

Os baixos valores condutividade medidos sdo caracteristicos das chamadas “aguas
pretas” que possuem baixo teor de ions livres. Os valores de condutividade medidos sao
corroborados pelos valores encontrados por Fadini e Jardim (2001), Oliveira (2007) e
Sargentini (2008). O pH é&cido do rio Negro € causado pelo elevado aporte de substancias

hdmicas de origem de areas de solos podzdlicos hidromérficos.
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Figura 10. Variagdo da cota do ano de 2012 em comparagao com variagdo média entre os anos
de 2002 a 2011. Fonte: Agéncia Nacional de Aguas 2014.



Esse ano apresentou periodos de cheia e seca mais acentuados que a média dos dez
anos anteriores, atingindo o auge da cheia no més de maio e o apice da seca no més de
novembro. Segundo Oliveira (2007), nos periodos de enchentes, varzeas, igarapés e floresta
sdo alagados pelo rio Negro. Com o inicio das vazantes, no més de junho, a agua retira-se da
floresta, e entre 0os meses de outubro e fevereiro as dguas de igarapés permanecem em seus

pequenos canais.

5.2 Extracdo, Teor de Cinzas e Razdo H/C das SHA

A extracdo das SHA através da resina XAD-8 é a mais adequada quando se trata de
grandes volumes de agua, sendo de baixo custo e manuseio simples. Porém, é conhecido que
durante o processo de extracdo, alguns residuos do processo de fabricacdo da resina podem
ser adsorvidos pelas SHA, podendo causa algumas alteracfes nas amostras. O processo de
extracdo das SHA para cada amostra, incluindo as etapas de purificacdo e liofilizacdo, leva
cerca de um més para ser concluido. As massas das SHA extraidas para 0s meses de marco,
junho, setembro e dezembro de 2012 foram; 2,22, 1,17, 1,02 e 2,58 g respectivamente.

O grau de pureza ou teor de compostos inorganicos podem ser estimados através do
teor de cinzas. A presenca de compostos de calcio, magnésio e silica podem elevar o teor de
cinzas (SLOBODA et al., 2009). Segundo Huffman e Stuber (1985), compostos de fosforo
nem sempre séo volatilizados durante a queima, e por isto, podem estar incluidos nas cinzas.

A grande maioria dos resultados de teor de cinzas, expressos na literatura, sdo para
as fracbes acido humico e acido falvico de substancias himicas, purificas através das técnicas
com resinas de troca anibnica (IR-400) e catiénica (IR-120) (ROSA; ROCHA; FURLAN,
2000) que podem elevar o teor de cinzas, dificultando assim a comparagdo dos resultados
obtidos. Entretanto, essa comparacao, pode ser feita com valores de teor de cinzas obtidos por
Sargentini (2001) e Leenheer (1980), que encontram o0s respectivos teores de cinzas de 34,9
% e 28, 5 % para amostras de SHA do rio Negro, utilizando extra¢ao por resina macroporosa

XAD-8, conforme podem ser visualizados na Tabela 4.



Tabela 4. Teor de Cinzas das amostras de SHA nos diferentes periodos, analise elementar e
razdo H/C.

] Composicao
Amostras COP Teor de Cinzas Elementar% H/C
(mgL?) %
H C
Enchente 35,94 17,65 3,50 42,66 0,98
Cheia 26,77 15,93 3,89 40,84 1,14
Vazante 34,78 14,54 3,54 43,27 0,97
Seca 23,98 14,53 4,32 42,99 1,20
SHA Sargentini 2001 nd 34,9 560 39,60 1,70
SHA Leenheer 1980 nd 28,5 4,70 47,90 1,18

nd = ndo disponivel.

Os teores de cinzas obtidos no presente trabalho, sdo em geral, cerca de duas vezes
menor que os valores obtidos por Sargentini e Leenheer. Essas diferencas podem estar
associadas aos métodos de purificacdo das amostras, como por exemplo, a diferente eficiéncia
na etapa de dialise.

A razdo molar H/C, em geral é usada para estimar o grau de aromaticidade de das
substancias humicas. Valores pequenos para a razao sugerem uma estrutura mais aromatica.
A porcentagem de C e H, encontrados para as amostras de SHA, séo similares aos valores
encontrados em varios estudos de SHA do rio Negro, que variam entre: 42-49 % para C e 4,1-
5,2 % para H (LEENHEER, 1980; OLIVEIRA, 2007; ROCHA et al., 2000a; SARGENTINI
JR et al., 2001; ZUNIGA, 2006).

Segundo Rocha e Rosa (2003) esses dados podem ser utilizados na identificacdo de
caracteristica e mudanca estruturais da MO em estudo, como por exemplo, é conhecido que 0
contetdo de hidrogénio esta relacionado com o grau de saturacdo, isto €, um aumento no teor
de hidrogénio indica maior nimero de carbonos alifaticos.

Ao ordenar os meses de coleta, através das razdes H/C, em ordem decrescente de
alifacidade obtém-se: dezembro>junho>marco>setembro conforme demonstrado na Tabela
3. Esses resultados sugerem ndo haver uma relacdo entre 0s periodos sazonais e 0 carater
alifatico das SHA, visto que 0s meses ndo se encontram em ordem cronoldgica direta ou
inversa. Entretanto, varias pesquisas (OLIVEIRA, 2007; ROCHA; ROSA, 2003; ZUNIGA,
2006) mostram haver essa relacdo, sugerindo que nos meses de cheia do rio Negro, as SHA
apresentam estruturam com maior carater alifatico e nos meses de vazante menor carater

alifatico.



5.3 Caracterizacgéo dos grupos ligantes das SHA

5.3.1 Andlise espectroscopica no infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho tem sido amplamente utilizada por diversos
autores para caracterizar os grupamentos organicos presentes da estrutura da SHA (BURBA
et al., 1998; OLIVEIRA, 2007; PICCOLO; NARDI; CONCHERI, 1996; ROCHA et al.,
2000c; STEVENSON, 1982). Na Figura 10 s&o apresentados os espectros obtidos na regido
do infravermelho das quatro amostras de SHA. Os espectros obtidos apresentaram bandas
largas e comuns caracteristicas das SHA, atribuidas as superposicdes de absorcdes individuais

e similaridades entre os grupos funcionais presentes nas estruturas das SHA.

Enchente
—— Cheia
Vazante
Seca

Transmitancia %

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda

Figura 11. Espectros de FT-IR das amostras de SHA do rio Negro.

Os espectros de infravermelho das diferentes amostras de SHA do rio Negro
apresentaram todos bandas intensas e lagar. A banda em distinta em torno de 3400 cm™ é
atribuida a presenca de estiramento OH de grupos carboxilicos, alcodlicos, fendlicos e da 4&gua
ligada. Em 2900 cm™ observou-se banda atribuidas aos metilenos alifaticos ou estiramentos
C-H, que em geral ficam superpostas a banda larga produzida pelo estiramento OH. Na regido
de 1600 cm™ foram observadas bandas caracteristicas da vibracdo de estiramentos C=C de
anéis aromaticos conjugados com C=0 e/ou COO", essas bandas indicam a aromaticidade de
SHA. Essas bandas podem ser causadas também por vibragdes do estiramento C=0 do grupo

COOH, sendo que nesse caso 0 H esta ligado ao grupo OH em posic¢éo orto, e ao estiramento



anti-simétrico do grupo carboxilato. A bandas observadas na regido de 1370 e 1440 cm™ séo
atribuidas aos grupos C-H alifaticos e vibrag¢des &cidos carboxilicos ou do grupo OH (RICCA
et al., 2000; SLOBODA et al., 2009; STEVENSON, 1982).

Comparando-se as bandas encontradas nos espectros, nas diferentes amostras,
observa-se uma similaridade entre elas, sugerindo a principio, ndo haver uma diferenca entre
seus espectros, embora alguns apresentem picos mais intensos. As quatro amostras
apresentaram espectros de SHA similares aos encontrados por Oliveira (2007) e Zufiga
(2006), que também ndo conseguiram associar com clareza as diferencas nos espectros de FT-
IR com a variacdo da sazonalidade.

A comparagdo entre os diferentes espectros de FT-IR é uma tarefa bastante
complicada ja que os espectros sdo resultados de sobreposi¢do de varios sinais, e devido a
natureza complexa das SHA, seus sinais sao largos e intensos o que prejudica a identificacdo
de estruturas com sinais mais fracos, assim dificultando a comparacdo entre os diferentes
espectros. Entretanto, pode ser aplicado o teste ndo-paramétrico de Friedman (Tabela 5) para

comparacédo da igualdade entre os espectros normalizados (Figura 12).

Tabela 5. Teste Friedman para as transmitancias enchente, cheia, vazante, seca.

Média Soma Mediana Desvio Pad.
Enchente 2,8327 5291,5000 0,6929 0,2227
Cheia 2,1962 4102,5000 0,6355 0,2500
Vazante 1,3991 2613,5000 0,6091 0,2553
Seca 3,5720 6672,5000 0,7351 0,1866
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Figura 12. Espectros Normalizados de FT-IR das amostras de SHA do rio Negro.



O teste de Friedman dos espectros de FT-IR apresentou valor de p menor que 0,05,
indicando assim que os espectros sdo diferentes, quando comparados utilizando os valores de
transmitancia normalizados. Apesar da diferenca entre as transmitancias, a partir da Analise
de Cluster (Figura 13) é possivel observar que os periodos de cheia e vazante apresentaram
maior similaridade em relacdo as transmitancias. Ja o periodo de seca foi 0o que mais se

diferenciou dos demais.

Enchente

Cheia

Vazante

Seca

15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
Linkage Distance

Figura 13. Analise de Cluster das transmitancias dos periodos hidroldgicos de enchente, cheia,
vazante e seca.

Todas as anélises estatisticas foram realizadas no software Statistica, versdo 7.1
(STATSOFT, INC. 2005). A explicacdo para a maior similaridade entre o periodo de cheia e
vazante ainda é incerta e precisa de maiores estudos, entretanto, um bom palpite para explicar
a similaridade desses espectros pode estar no regime de chuva da regido, uma vez que nesses
periodos hidroldgicos as chuvas sdo escassas e por isso podem interferir no aporte de carbono

ao rio.

5.3.2 Espectros de RMN de 3C e 'H

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é uma técnica apropriada para a
caracterizagdo de substancias himicas (WILSON, 1989). Em geral, ambas, RMN de *C e H,

sdo usadas para comparar diferencas na concentracao dos principais grupos funcionais entre



amostras de substancia himica (WERSHAW et al., 1990). Os varios picos no espectro sdo
atribuidos aos grupos funcionais de carbono especificos, apesar de haver algumas
sobreposicBes de sinais de ressonancia, o que pode ser devido a larga variedade de grupos
funcionais, que sdo diferentes em um material complexo, como as substancias humicas. Dessa
forma, é possivel fazer medidas diretas do teor de carbonos carboxilicos, aromaticos e
alifaticos fazendo a integracdo das suas regides especificas, levando em conta qualquer
possivel sobreposicao das regides (BORTIATGNSKI, 1996).

No presente trabalho, escolheu-se utilizar as mesmas regifes de ressonancia
utilizadas por Rocha et al., (1999), que em seu trabalho, ao fazer a caracterizacdo da SHA do
rio Negro, utilizou as regides de ressonincia para os espectros de RMN de C®. Para os
espectros de RMN de *H escolheu-se utilizar as mesmas regides definidas por Rocha et al.,
(2000a). Esses dois trabalhos foram escolhidos como referéncia por apresentarem regides de
ressonancia mais coerentes as diferentes bandas espectrais obtidas nesse trabalho.

A Figura 11 mostra os espectros de RMN de *C obtidos das amostras de SHA, em
diferentes periodos sazonais e 0s valores dos deslocamentos quimicos estdo apresentados na
Tabela 5.
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Figura 14. Espectros RMN de 3C (75,5 MHz, NaOD) das amostras de SHA do rio Negro. Os
espectros foram calibrados usando a banda referente ao acril-éster dissolvido da resida XAD-
8.



Tabela 6. Atribuicdes dos picos para os espectros de RMN de 3C das amostras de SHA do rio
Negro e as integracOes de suas areas (%). Deslocamentos quimicos e suas atribui¢des foram
adaptados de Rocha et al., (1999).

Integracao %

i Atribuioes RN RN Cheia RN RN Média
Enchente Vazante 29/12/12

0-65 Parafinas 25,06 25,98 26,40 23,62 25,27

65-100 Hidroxilas, Eteres 10,11 11,32 11,13 12,15 11,18

100-165 Olefinas, Aromaticos 32,93 32,69 31,68 34,09 32,85

165-190 Carboxilicos 20,58 20,52 20,59 18,71 20,10

190-230 Cetonas 11,32 9,48 10,19 11,43 10,61

A regido alifatica 0 a 65 ppm apresenta uma banda larga sem resolucdo, que indica
que os componentes alifaticos sdo provavelmente cadeias de comprimento curto ou sao
altamente ramificadas. A média das integrais obtidas para essa regido, durante o periodo
sazonal, mostra que 25,27 % do carbono presente tem ligacdes do tipo sp®.

A regido dos carbonos alifaticos oxigenados, que representa uma variedade de grupos
alcodis, éteres e ésteres, atribuido entre 65 a 100 ppm, exibe uma quantidade relativamente
pequena de sinais. A média da integracdo, para toda regido dos carbonos alifaticos oxigenados,
mostra que 11,18 % dos carbonos estdo nessa regido.

A regido dos grupos aromaticos e olefinas (100 a 165 ppm) apresentou um valor
médio de integracdo de 32,85 %, portanto, contendo a maior porcentagem de carbonos. A
regido que vai de 165 a 190 ppm é relacionada aos grupos carboxilicos, carbonos de amidas e
ésteres, correspondendo na média para o periodo sazonal, a 20,10 % dos carbonos. A regido
de carbonos de cetonas e aldeidos, que vai de 190 a 230 ppm, apresentou o menor valor
porcentual, 10, 61 %.

As comparacdes dos espectros de RMN de *C das amostras de SHA através dos
valores de integragdo obtidos, para 0s mesmos deslocamentos quimicos, sugerem nao haver
diferenga significa na propor¢édo dos grupos funcionais nos periodos de cheia e seca.

Os espectros de RMN de *H servem com um auxiliar na identificacio dos grupos
funcionais das amostras de SHA.

Na Figura 12 s&o apresentados os espectros de RMN de H? para as amostras sazonais
de SHA do rio Negro e os resultados dos valores dos deslocamentos quimicos estdo
apresentados na Tabela 6.
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Figura 15. Espectros de RMN de *H (300 MHz, D,0) das amostras de SHA do rio Negro.
Os espectros foram calibrados usando a sinal de agua como referéncia.



Tabela 7. Atribui¢des dos picos para os espectros de RMN de 1H das amostras de SHA do rio
Negro e as integracdes de suas areas (%). Deslocamentos quimicos e suas atribui¢bes foram
adaptados de Rocha et al., (2000b).

Integracéo %
ppm Atribuicdes RN RN RN RN -
0312 06/12 0912 112 Media
0-1,6 C-CHn (n=2;3) 28,24 27,56 30,48 28,93 28,80
1,6-3,0 (0)-CO-CHn 30,26 31,28 32,16 28,34 30,51
Prétons alifaticos
ligados a atomos de C
3,3-4,5 o em um anel de 19,21 21,04 18,84 22,81 20,48
benzeno; O-CHn; N-,
CHn (n=1;2)
5,5-9,0 Olefinas e Aromaticos 22,29 20,42 18,84 19,80 20,34

Os sinais na regido de 0—1,6 ppm séo atribuidos a proétons metilicos de hidrocarbonetos,
protons metilénicos e protons alifaticos, B-substituidos. A regido entre 1,6-3,0 ppm e
relacionada a protons alifaticos a-substituidos. Os picos entre 3,3-4,5 ppm séo tipicos de
prétons de carbonos ligados a heteroatomos de oxigénio e nitrogénio. O pico na regido de 3,6
ppm, corresponde a prétons de carbonos alifaticos ligados diretamente com oxigénio, e valor
médio de integracdo para toda a regido (3,3 a 4,5) foi de 20,48 %, sugerindo uma significativa
presenca de componentes como agucares ou outro material polihidroxido ou poliéter. Essa
afirmagdo é corroborada pelos espectros de RMN de C*2 que mostraram sinais entre a regi&o
de 60 a 80 ppm, que é caracteristica de carbonos oxigenados, sugerindo assim, a presenca de
estruturas como acgucares ou algum material polihidroxido que também contém grupos
carboxilicos, aromaticos e grupos alquil. O pico amplo na regido de 5,0 ppm é atribuido ao
resquicio do sinal de H20O em D20. Os picos na regido que vai de 5,5 a 9,0 ppm séo atribuidos
protons de grupos aromaticos e olefinas, representando 20,34 % da média para o periodo
sazonal de protons.

As variagOes encontradas nos diferentes deslocamentos quimicos para os espectros de
RMN de 'H sdo equivalentes as encontradas para os espectros de RMN de °C, esse
comportamento ja era esperado, visto que sdo espectros das mesmas amostras e, portanto, a
principio, os protons estdo ligados aos diferentes grupos funcionais que tem a razdo carbono
e hidrogénio fixa. Os espectros de RMN de 'H auxiliam da confirmacio da presenca dos

diferentes grupos.



Esses resultados sdo diferentes do resultados obtidos por Oliveira (2007) que
investigando amostra de SHA, no mesmo ponto de coleta desse trabalho, por RMN de 3C
apontou haver diferenca na estrutura das SHA nos diferentes periodos de coleta, obtendo como
por exemplo valores de integracdo para o deslocamento quimico entre 0-65 (grupos C-alquil,
metoxil e N-alquil) de 53,1 % para 0 més de marco e 36,9 % para 0 més de dezembro. Zufiga
(2006) também sugeriu haver uma relagdo dos espectros de RMN de C® e os periodos
sazonais, mostrando que as SHA dos periodos de vazante (junho a novembro) e de inicio cheia
(dezembro a fevereiro) do rio Negro, apresentam um aumento na propor¢do de grupo
aromaticos.

A comparacgdo entre 0s espectros mostrou-se tarefa bastante complicada, ja que na
maioria das vezes € preciso fazer pequenas correcdes nos espectros gerados (correcoes de fase
e base) que geram diferencas significativas nos valores de integracdo dos diferentes

deslocamentos quimicos.

5.3.3 Aromaticidade E2/E3

As substancias humicas possuem grupos cromdforos, que absorvem fortemente
abaixo da regido de 280 nm. Esse comprimento de onda esta associado a transicdes eletrénica
do tipo - m, caracteristica de compostos como &cidos benzoicos, derivados da anilina e outros
correlatos que sdo encontrados na estrutura das SH. Devido a alta complexidade de sua
estrutura, a técnica de espectrofotometria no UV-Visivel torna-se limita, isso porque essa
técnica ndo é capaz de diferenciar os diferentes grupos cromoéforos da SH, sendo assim o que
é observado é uma sobreposicao dos diferentes grupos (STEVENSON, 1982).

Apesar das limitacdo da técnica Peuravuori e Pihlaja (1997) propuseram, para o
estudo da SHA, que razdo entre as absorbancias lidas nos comprimentos de onda de 250 (E»)
e 365 (E3) podem ser utilizadas para estimar a aromaticidade das SHA, através da equacao I,
entretanto seu coeficiente de correlacdo é r = 0,84 e, devido a isso, pequenas diferengas na
aromaticidade podem néo ser observadas.

Aromaticidade = 52,509 — 6,780 .E,/E; ()
A Tabela 7 mostra os valores de aromaticidade encontrados para as mostra de SHA

do rio Negro.



Tabela 8. Aromaticidade calculada através da equacao de Peuravuori e Pihlaja (1997) para as
amostras de SHA do rio Negro — AM.

Amostra Aromaticidade
RN 03/12 27,630
RN 06/12 27,368
RN 09/12 26,714
RN 12/12 28,560

Os quatro meses de coleta ndo apresentaram uma grande diferenca nos valores de

aromaticidade, o que reforca a ideia de ndo haver uma diferenca significativa nas estruturas

das SHA estudadas. Esses resultados sdo corroborados ao fazer o comparativo dos valores de

integracdo encontrado nos espectros de RMN de *C para os deslocamentos quimicos da

regido aromatica.

5.4 Estudo de disponibilidade de metais das SHA

5.4.1 Sistema de Ultrafiltracdo Tangencial

Na investigacdo da disponibilidade de metais foi utilizado o sistema de ultrafiltracéo

tangencial e os resultados dos testes feitos com os diferentes tipos de O-ring (anel de vedacéo)

estdo apresentados na Figura 13. O branco é o resultado da analise de Fe e Cu antes da adicao

do O-ring.
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Figura 16. Comparativo da absorc¢éo e liberacdo de metais dos diferentes tipos de O-ring.



Os resultados mostram que dois dos trés O-ring testados absorveram e liberaram
metais. O O-ring de silicone liberou quantidade significativa de ferro 186,0 ppb e 8,1 ppb de
Cu. O O-ring de borracha absorveu Fe e Cu em quantidade significativa (absorcdo de 49,3
ppb para cobre e 10,2 ppb para ferro). Dentre os trés O-ring, o de Tygon® inicialmente seria
0 O-ring escolhido. Entretanto, com O-ring de Tygon®, ndo foi possivel vedar a célula de
ultrafiltracdo, ja que esse foi adaptado de tubos Tygon® e por isso sua jungdo apresentou
vazamentos provocados pela alta pressdo interna da célula de ultrafiltracdo durante o
funcionamento do sistema. Para solucionar o problema de vedacédo foi fabricado um selo de
nylon (Figura 9A) com intuito de substituir o O-ring. O selo de nylon foi colocado dentro da
célula de ultrafiltracdo que foi pressionada entre duas chapas de acrilico parafusadas entre si,

conforme a Figura 14B.

Figura 17. Adaptacdo do sistema de ultrafiltracdo. A) Selo de Nylon; B) Chapas de acrilico,
parafusadas ente si, para manter o sistema fechado e pressionado.

Escolheu-se o nylon por se tratar de um polimero inerte. Apds a adaptacgdo da célula

resolveu-se o problema de vazamento, absorcao e liberagdo de metais.

5.4.2 Constantes de troca dos metais por ions de Cu

A Figura 15 mostra a variacdo do comportamento de troca dos metais Fe, Al. Zn com
os diferentes periodos
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Figura 18. Variagio do Kioca dos metais na SHA com adigdo de Cu?*. A, B e C mostram a
variacdo de troca dos metais Fe, Al e Zn ao longo do periodo sazonal do rio Negro e D
apresenta o comparativo entre os valores de Kiroca dos trés metais

Os resultados das constantes de troca dos complexos, apresentados da na Tabela 8

sugerem a seguinte ordem de estabilidade dos metais: AI>Cu>Fe>>Zn.



Tabela 9. Constantes de troca entre ions Cu (1) e as espécies metalicas das amostras de SHA.

Ktroca
Amostra
Fe Zn Al

Enchente 1,331 12,795 0,464
Cheia 0,889 2,696 0,505
Vazante 1,730 5,062 0,686
Seca 1,874 3,982 0,084
Média 1,456 6,134 0,435
Desvio 0,442 4,545 0,253

O valor da constante de troca € inversamente proporcional a estabilidade de
complexo M-SHA segundo a equagdo I1l. Ao determinar as constantes de troca entre ion Cu
(I1) e os ions de Fe, Al e Zn, originalmente complexados pela SHA, observa-se que as medias
das constantes de troca obtidas para os ions de Fe e Zn sdo maiores que 1, o que significa dizer
que os complexos Fe-SHA e Zn-SHA possuem menor estabilidade que os complexos de Cu-
SHA.. Jd a média dos valores de Kiroca para complexo Al-SHA sugere que se trata de complexo
mais estavel que o complexo Cu-SHA.

Esses resultados, com excecdo os resultados para ferro, estdo de acordo com o
observado por Burba et al, (2001) quando na caracterizacdo on-site de dguas naturais foram
determinados valores de Kuoca << 1 para 0s complexos formados entre SHA e espécies
metélicas trivalentes.

O valor de Ktroca para Zn da amostra RN 03/12 é cerca de 3 vezes maior que a media
dos demais resultados e Al da amostra RN 12/12 apresentou um valor de Kirca Cerca de 7
vezes menor que a média dos demais resultados para Al. As razdes para essas diferencas ainda
s&o incertas e requerem um maior nimero de amostragem para uma melhor avaliagéo.

Analisando a Figura 10D, ndo é observado variacGes expressivas nos valores de
Ktroca, d0S metais nos diferentes periodos sazonais, exceto no Kiroca de Zn para 0 més de margo.
Portando ndo foi possivel associar variagfes das constantes de troca dos metais com 0s
periodos de cheia e vazante do rio Negro, sendo necessario um maior nimero de repeticdes

dos experimentos em periodos sazonais em anos consecutivos.



5.4.3 Troca de metais entre SHA e EDTA

No presente trabalho escolheu-se fazer o estudo cinético de troca dos metais Fe e Al,
originalmente complexo pelas SHA para EDTA, utilizando como parametro de comparacéao
dos valores ki obtidos. Através dos valores de ki, é possivel comparar as forgas que atuam
sobre as espécies metélicas SH-Metal, e como essas forgas possivelmente variam com o
periodo sazonal. Valores ki mais altos significam uma maior velocidade de troca de metais da
espécie SHA-Metal para EDTA, sugerindo assim, uma menor interacdo em a espécie metalica
e a SHA. Segundo Bergh (2001) a troca entre as espécies SH-metal para EDTA é regida pela
equacdo V e os valores podem ser obtidos através da equacéo VI.

k1

SH — Metal + EDTA @SH + EDTA — Metal (V)
k;

In (1;)) =kt (VI

Onde x é a fracdo molar da espécie EDTA-Metal em um tempo t para uma reacgéo de

cinética de primeira ordem.

Além disso, € bem conhecido que o EDTA e muitos ions metélicos formam
complexos 1:1 com alta estabilidade termodinamica (ex. log ki para Al (I11): 16,1; Fe (11):
24,2 (MANTOURA; DICKSON; RILEY, 1978)), e geralmente vérias ordens de grandeza
maiores que aquelas para as SH.

A Figura 16 mostra os graficos de comportamento cinético de primeira ordem para
0s metais Fe e Al nas diferentes coletas.
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Figura 19. Comportamento cinético para a troca de metais entre as espécies SHA-metal para
EDTA (1:1).

Tabela 10. Valores de ki obtidos no estudo de troca de metais das amostras de SHA do rio
Negro para EDTA.

Valores de ki (s1)

Amostra
Fe Al
Enchente 2,35x 10% 12,2 x 1070
Cheia 0,93 x 10 6,04 x 10%
Vazante 1,00 x 10°% 8,09 x 10
Seca 0,59 x 10 4,49 x 10%

O més de marco exibiu a maior disponibilidade de Fe e Al, e 0 més de setembro para
Fe, apresentando valores cerca de 10 vezes maior em relagdo aos outros meses de coletas
(Tabela 9).

Atraves dos valores de ki é possivel sugerir a seguinte variacdo de troca de Fe da
SHA para EDTA, com relagdo os meses de coleta, em margo> setembro>> junho > dezembro;
e para Al em margo>>setembro> junho> dezembro. As ordens de disponibilidade de metais
nas coletas se mantiveram as mesmas para Fe e Al, entretendo, associar essas diferencas de
disponibilidade de metais com a sazonalidade, torna-se bem dificil, j& que os resultados

parecem sugerir ndo haver uma coeréncia entre os valores de ki1 e 0s periodos de maior seca
(setembro) e maior cheia (marco).



Fazer a correlagéo entre disponibilidade de espécies metélicas e sazonalidade, através
do estudo cinético, mostrou-se tarefa bem complexa e que requer um maior periodo de coleta

e numero de repeticdo dos experimentos.



6 CONCLUSAO

Os espectros de FT-IR ndo apontaram uma diferenga estrutural significativa nos
diferentes periodos sazonais estudados. Esses resultados também foram observados nos
espectros de RMN de *C e 'H, porém a comparacio entre os diferentes deslocamentos
quimicos, nos espectros de RMN é bastante dificil, ja que quase sempre € necessario fazer
correcdes de base e fase, dos espectros, manualmente e a presencga de metais paramagnéticos
nas amostras podem alagar os deslocamentos quimicos de maneiras diferentes amostras.

A analise de componente elementar ndo apresentou uma relacdo entre os valores
obtidos para razdo H/C e o periodo sazonal, embora estudos anteriores mostraram haver uma
diferencga nessa razéo para diferentes periodos

A constante de troca de metais, originalmente complexados pelas SHA, por ions de
Cu?*, mostraram que os complexos de Fe-SHA e Zn-SHA possuem menor estabilidade que o
complexo Cu-SHA, e o complexo AI-SHA maior estabilidade. Os metais estudados
apresentaram a seguinte ordem de estabilidade durante todo o periodo sazonal:
Al>Cu>Fe>>Zn para todo o periodo amostrado. A variacdo dos valores de Kioca para 0s
metais estudados ndo mostrou relacdo com o periodo sazonal, ja que as variacdes ndo seguem
uma tendéncia com os periodos de seca e cheia.

A troca dos metais Fe e Al, originalmente complexados pelas SHA para EDTA,
apresentaram a seguinte ordem de disponibilidade de metais com relagdo aos meses de coleta:
Para Fe; marco>setembro>>junho>dezembro; Para Al; marco>>setembro>junho>dezembro.
Né&o foi possivel correlacionar esses resultados com o periodo sazonal, visto que ndo houve
coeréncia entre os resultados obtidos e os periodos de seca e cheia.

Embora a literatura aponte uma correlacao entre sazonalidade e a estrutura das SHA,
ndo foi possivel observar essa correlagdo direta no presente trabalho, dificultando assim,
comparar a variacdo da estrutura das SHA com a disponibilidade de metais, fazendo-se
necessario um maior numero de repeticoes dos experimentos em periodos sazonais em anos

consecutivos.
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