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RESUMO

A Bacia do Rio Negro-AM possui caracteristicas particulares de biodiversidade,
temperatura € umidade e um importante fator a ser considerado nesta regidao é a
grande quantidade de substéncias humicas presentes nos sistemas aquéticos e
terrestres. Neste trabalho, avaliou-se a influéncia da sazonalidade nas
caracteristicas estruturais das substancias humicas aquaticas (SHA) extraidas de
amostras coletadas no Rio Negro-AM e sua interagdo com ions mercurio. Os
parametros razbes atdbmicas C/H, C/N e C/O, grupos funcionais, radicais livres do
tipo semiquinona, pH, indices pluviométricos e fluviométricos, concentragbes de
mercurio foram interpretados por andlise hierarquica de cluster (AHC) e analise de
componentes principais (ACP). As analises estatisticas mostraram que, quanto
maior o indice pluviométrico e menor o indice fluviométrico maior o grau de
humificacdo das substancias himicas aquaticas. A seguinte ordem decrescente do
grau de humificagdo das SHA coletadas mensalmente pode ser estabelecida:
Novembro/02 a Fevereiro/03 > Mar¢o/02 a Maio/02 > Junho/02 a Outubro/02. As
maiores concentragées de mercario foram determinadas nas amostras mais
humificadas, sugerindo que devido a rearranjos inter e/ou intramoleculares, quanto
maior o grau de humificacdo maior a afinidade dos ions Hg(ll) pelas substancias
humicas aquéticas. A capacidade de complexacdo das substancias humicas
aquaticas por ions Hg(ll), nas diferentes fragcdes indicaram que quanto maior o teor
de carbono, menor é a capacidade complexante das substancias humicas, podendo
inferir que a capacidade complexante ndo esta diretamente relacionada com o teor
de carbono, mas com a disponibilidade dos grupos funcionais nas substancias
humicas aquaticas. As andlises estatisticas multivariadas indicaram que as fragoes
se agruparam em funcdo dos meses de coleta e ndo do tamanho molecular. De
maneira geral, pode-se observar as tendéncias de mudangas das caracteristicas das
substancias humicas aquaticas em funcao da sazonalidade, sendo que nos periodos

de cheia maior a disponibilidade de mercurio para o meio.



ABSTRACT

The Rio Negro Basin has particular characteristics of biodiversity, temperature,
humidity and an important factor to be considered is the great amount of humic
substance in aquatic and terrestrial systems of this region. In this work, the influence
of seasonalness on the structural characteristics of aquatic humic substances (AHS)
extracted from samples collected in the Rio Negro-AM and its interaction with
mercury ions were evaluated. The C/H, C/N and C/O atomic ratio parameters,
functional groups, concentration of semiquinone-type free radicals, pH, pluviometric
and fluviometric indices, and mercury concentrations were interpreted using
hierarchical cluster analysis (HCA) and principal component analysis (PCA). The
statistical analyses showed that when the pluviometric index was greater and the
fluviometric index was smaller, the degree of humification of aquatic substances was
greater. The following decreasing order of the degree of humification of the AHS
collected monthly was established: Nov/02 to Feb/03 > Mar/02 to May/02 > Jun/02 to
Oct/02. The greatest concentrations of mercury were detected in more humidified
samples. These results suggest that due to inter and/or intra-molecular
rearrangements, the degree of humification of aquatic humic substances is related to
its affinity for Hg(ll) ions. The complexing capacity of humic substances by Hg(ll) ions
in different fractions indicated that the greater the carbon content the lower the
complexing capacity of humic substances, allowing one to infer that the complexing
capacity is not directly related to the carbon content, but to the availability of
functional groups in aquatic humic substances. Multivariate statistical analyses
indicated that the fractions were grouped as a function of the collection months and
not of the molecular size. A general tendency can be observed for seasonal changes
in the characteristics of aquatic humic substances, with mercury showing a greater

availability in the environment during the flooding period.
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PREFACIO

O projeto de doutorado intitulado “Interagdes entre mercurio(ll) e substancias
humicas aquéticas de diferentes tamanhos moleculares, extraidas de amostras
coletadas no Rio Negro-AM” (Processo FAPESP n° 03/12563-8) que originou esta
tese, estd contextualizado ao projeto tematico: “Fluxos de mercurio na bacia do Rio
Negro, Amazénia” (Processo FAPESP n° 2000/13517-1). Este teve como objetivo
principal propor mecanismos para entendimento do ciclo do mercuario na Bacia do
Rio Negro-AM. O interesse no ciclo do mercurio se deve ao seu elevado potencial
téxico para a biota e para os seres humanos, pois no ambiente interage com varias
substancias inclusive com matéria organica. A principal forma de matéria organica
globalmente distribuida nos ecossistemas naturais sédo as substancias humicas, e
um importante fator a ser considerado nessa regido € o elevado teor dessas
substancias presentes nos sistemas aquaticos e terrestres. As substancias humicas
aquaticas (SHA) exercem importante papel quanto ao acumulo, transporte e redugéo
da disponibilidade de espécies mercuriais na bacia Amazénica. Assim, neste
trabalho pretende-se caracterizar as SHA e estudar interagbes (p.e. capacidade de
complexagao) entre mercurio(ll) e SHA extraidas do Rio Negro-AM e fracionadas em
funcdo de tamanhos moleculares, buscando contribuir para o melhor entendimento

do ciclo biogeoquimico do mercurio na Bacia do Rio Negro-AM.
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| - INTRODUCAO
I.1 — Matéria organica natural

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

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

A matéria orgéanica natural pode ser classificada de acordo com a origem das
plantas, as quais serviram como material de partida para a formagdo desses
compostos. A matéria organica natural de origem aquagénica (MOA) refere-se
aquela formada na agua, pela excrecao e decomposi¢do de plancton e bactéria
aquatica, enquanto a matéria organica de origem pedogénica (MOP), refere-se a
decomposicdo de plantas terrestres e microorganismos, incluindo material lixiviado
dos solos para os sistemas aquaticos (Macalady, 1998).

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

Os principais constituintes da matéria organica natural, globalmente

distribuidos nos sistemas aquaticos e terrestres, sao as substancias humicas (SH).

|.2- Substancias humicas

As substancias humicas (SH) sdo formadas por processos microbiol6gicos,
pela decomposicao de residuos de plantas e animais, bem como consistem de uma
grande variedade de sub-estruturas alifaticas e aromaticas (Stevenson, 1994).
Embora ha cerca de 200 anos venham sendo estudadas as caracteristicas e
propriedades das substancias humicas presentes nos solos, apenas nos ultimos 30
anos tem aumentado o interesse pelo estudo das substancias humicas aquaticas

(SHA), principalmente em razdo da conscientizacdo sobre a importancia da
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qualidade quimica da agua para o consumo humano. Nesse contexto, o estudo de
suas propriedades associadas ao transporte, labilidade e complexagédo de espécies
metalicas/pesticidas em sistemas aquaticos é essencial para melhor entender o
comportamento dessas espécies no ambiente (Rocha & Rosa, 2003).

As SH sao amorfas, escuras e com grande contetudo de fungdes organicas,
tais como derivados dos grupos carboxilicos, fendlicos, endlicos, alcodlicos,
quinonas, dentre outros. Possuem massa molar aparente que varia de centenas a
milhares de unidade de massa atdbmica (u.m.a) e sado bastante resistentes a
degradacado quimica e bioldgica (Schnitzer, 1978; Stevenson, 1994; Schulten e
Schnitzer, 1995). De acordo com suas caracteristicas de solubilidade em meio
aquoso, as SH podem ser divididas em acidos fulvicos (AF), acidos humicos (AH) e
humina.

A definicao operacional de substancias humicas aquaticas (SHA) esta
baseada em métodos cromatograficos de extracdo. Thurman & Malcolm (1981)
definiram SHA como a por¢do nao especifica, amorfa, constituida de carbono
organico dissolvido em pH 2 e adsorvivel em coluna de resina acrilica ndo anibnica
XAD 8 com altos valores de coeficiente de distribuicao.

As SHA podem ser de origem aléctone (levadas por lixiviacdo e/ou erosao
dos solos e transportadas aos lagos, rios e oceanos pelas aguas das chuvas,
pequenos cursos de agua e aguas subterraneas) ou autdctones (derivadas dos
constituintes celulares e da degradacao de organismos aquéticos nativos). Diferente
de qualquer outro grupo de produtos naturais, a andlise estrutural das SH ainda é

um assunto em estudo (Hayes et al., 1989).

|.3- Estrutura das substancias humicas

Desde meados do século XIX, modelos vém sendo propostos para a estrutura
das substancias humicas, mas ainda nao existe um modelo estrutural para as SH
explicando totalmente a composigdo quimica, a estrutura, a forma e o tamanho
(Kononova, 1966; Schnitzer, 1978; Clapp e Hayes, 1999; Burdon, 2001; Hayes e
Clapp, 2001, Piccolo, 2001). Provavelmente, isto ocorre ndo apenas por causa da
complexidade e heterogeneidade estrutural das SH, mas principalmente devido a
falta de uma identidade estrutural genérica, a qual é fortemente influenciada pelo

grau € mecanismo de decomposi¢ao.
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Na literatura existem varias propostas estruturais para as SH (Flaig, 1960;
Kononova, 1966; Schnitzer & Khan, 1978; Stevenson, 1982). Schulten e Schnitzer
(1995) propuseram uma estrutura para as substancias humicas baseada na proposta
de que substancias humicas seriam macromoléculas organicas, com caracteristicas
similares as macromoléculas biologicas, como proteinas, polissacarideos, acidos
nucléicos e lignina. Schnitzer e Khan (1978), Schulten e Schnitzer (1997) e Sein et
al. (1999) propuseram a existéncia de espacos vazios de diferentes tamanhos onde
podem estar outros compostos orgéanicos, hidrofilicos ou hidrofébicos, como
carboidratos, lipideos, pesticidas e também componentes inorganicos, como argilas
e 6xidos-hidroxidos, baseados no modelo da macromolécula (Figura 1).

@ Nitroaéni
@ Oxiaénio
@ Carbono
© Hidroaéni

Figura 1 — Modelo conceitual proposto para a teoria macromolecular. As letras A, B e C
representam os espagos “vazios” na molécula (Schulten e Schnitzer, 1995).

Wershaw (1993) prop6s que as substancias humicas, sendo anfifilicas,
formam misturas de agregados de moléculas em solugédo, os agregados humicos
sdo mantidos por ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas. Ainda de acordo
com Wershaw, os agregados humicos sdo semelhantes a micelas, as quais
possuem interiores preferencialmente compostos por porgdes hidrofébicas e a parte
hidrofilica estda posicionada na superficie externa (Figura 2). Este € o modelo
supramolecular proposto para as substancias humicas, o qual deu origem a teoria
supramolecular proposta por Piccolo (2001, 2002). De acordo com esta teoria, a qual
atualmente tem sido aceita por muitos pesquisadores da area, as substancias
humicas sdo formadas por agregados de pequenas moléculas heterogéneas de
varias origens, auto-organizadas em conformacdes supramoleculares, o que

explicaria o grande tamanho molecular aparente das SH. No conceito
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supramolecular, os acidos fulvicos sao associacbes de pequenas moléculas
hidrofilicas dispersas em solucdo, devido a repulsdo eletrostatica das cargas
negativas provenientes da dissociagdo dos grupos é&cidos. Os acidos humicos séo
constituidos por assossiacdes de estruturas predominantemente hidrofébicas que
sdo estabilizadas em pH neutro por forgas dispersivas hidrofébicas, aumentando
gradualmente seu tamanho com o decréscimo do pH, até a sua precipitacdo. A
influéncia do pH ocorre por meio da protonacdo da molécula e conseqlente

aumento das ligacées de hidrogénio intermoleculares (Piccolo, 2001).

Contra-lon\ — Grupos

Carboxilatos

N

Lipideo
Grupo polar nao
ionizado
AN
Sitios Molécula
carregados amfifilica
positivamente Superficie
_~oxi-hidroxi

Figura 2 — Estrutura da membrana como hdmica sob superficie oxi-hidroxidos (Whershaw,
1993).

I.4- Importancia ambiental das substancias humicas

e A quantidade de carbono presente na Terra na forma de SH (60 1011 T)
excede aquela presente em organismos vivos (7 1011 T), representando assim a
principal forma de matéria organica distribuida no planeta Terra.

e Algumas caracteristicas das SH responsaveis por sua grande importancia
ambiental sdo:

e Influem na toxicidade de alguns metais, formando complexos com diferentes
labilidades relativas (Rocha et al., 1997), reduzindo a toxicidade de certos metais
como Cu2 +, Hg2+, Al3+ para organismos aquaticos e de solos (Rocha e Rosa,
2003);
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e Alta capacidade de retencao de agua, com importante fungdo reguladora
evitando processos erosivos no solo (Stevenson, 1994);

e Influem no transporte, acimulo e concentragdo de espécies metalicas no
ambiente. Fraser (1961) atribuiu a elevada acumulagdo de Cu?* em turfas a
presenca desses compostos. Reuter e Perdue (1977) citam a influéncia dos agentes
complexantes no transporte de metais potencialmente téxicos em sistemas
aquaticos;

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

e Atuam no mecanismo de sor¢cdo no solo de gases organicos e inorganicos
presentes na atmosfera (Rocha e Rosa, 2003);

e Formacao de complexos com micronutrientes de plantas (Fe, Mn, Cu, Zn, Mo
e outros), permitindo a migragdo dos mesmos tornando-os biodisponiveis (Santos,
2003);

e Interagem com compostos organicos antropicos, por exemplo, xenobioticos
por efeitos de adsorgcdo, solubilizacdo, hidrélise, processos microbiolégicos e
fotossensibilizantes (Barcelo, 1991; Santos et al., 1998);

e Dependendo das condigbes do meio, possuem caracteristicas oxi-redutoras,

influenciando na redugédo de espécies metalicas e fluxos para a atmosfera (p. e.
reducéo do ion Hg(ll) para Hg® ) (Rocha et al., 2000; Roméo et al., 2002).

|.5 — Caracterizacédo das substancias humicas

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

Métodos espectroscopicos tém sido utilizados freqUentemente para
caracterizacao das substancias humicas, principalmente por nao alterarem a
natureza da amostra, além de vantagens como utilizagdo de pequenas quantidades

de amostras.
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I.5.1 - Técnicas espectroscopicas

[.5.1.1 - Ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

A técnica de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) tem sido utilizada
para caracterizacao de espécies com elétrons desemparelhados. Quando moléculas
contendo elétrons desemparelhados sao submetidas a um campo magnético, ocorre
o0 desdobramento dos niveis de energia do spin eletrbnico (efeito Zeeman). Ao
passar uma radiacdo na freqiiéncia de microondas (10'?-10°% sob essas moléculas
ocorre o fendmeno de ressonancia paramagnética eletrébnica e esta absorcao de
EPR pode ser quantificada e é proporcional a concentragdo de spins presentes na
amostra de interesse.

A primeira descoberta de radicais livres estaveis em substancias humicas foi
feita por Rex (1960). Desde entdo, numerosos estudos foram feitos sobre a natureza
e propriedade desses radicais. Essa estabilidade tem sido atribuida a elétrons
desemparelhados em um sistema aromatico, sugerindo a presencga de radicais livres
do tipo semiquinona nas substancias humicas (Swift, 1996). Na Figura 3 é mostrado
um esquema da estabilizacdo do radical livre semiquinona (Senesi & Schnitzer,
1977).

reducan
reduc;ag_ _ (lenta)
omdagaa oxlda-;ao
(rapida)

Quirmona Semiquinona Hidroguinana

3

reducan
lenta)
-_—

oxldagao

Anians semiquinona Anian quinana

Figura 3 — Esquema da estabilizacdo do radical livre semiquinona (Senesi & Schnitzer,
1977).
Uma das principais informacdes a respeito das SH é a medida do grau de

humificacdo, o qual estd associado a estabilidade e complexidade das moléculas
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humicas. A técnica de EPR possibilita determinar a concentracao de radicais livres e,

conseqglentemente, estimar o grau de humificacdo das SH (Martin-Neto et al.,1994).

1.5.1.2 — Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é basicamente
outra forma de espectroscopia semelhante ao EPR. Sob condigdes adequadas em
um campo magnético, uma amostra pode absorver radiagdo eletromagnética na
regido de radiofreqiéncia em uma freqiéncia dependente das caracteristicas
estruturais da amostra. O espectro obtido € um registro grafico das freqiiéncias dos
picos de absor¢do em funcao de suas intensidades (Silverstein et al., 1991).

Devido a elevada abundancia isotopica e razao giromagnética de hidrogénio
('H), seus nlcleos sdo mais facilmente observados que os de 'C. Logo, na
aplicagdo para substancias himicas, a RMN'H néo tem sido muito utilizada devido a
baixa resolucdo dos hidrogénios das subestruturas presentes nas substancias
humicas (Stevenson, 1994).

A técnica de espectroscopia de RMN '°C é muito utilizada para caracterizagéo
da matéria organica de solos. As técnicas de RMN '*C podem ser aplicadas tanto
para amostras no estado soélido como no estado liquido. Devida a insolubilidade de
alguns componentes da matéria organica, a espectroscopia de RMN '®C no estado
sélido para amostras de SH tem sido mais utilizada (Stevenson, 1994).

Embora a técnica de RMN'3C, néo permita identificar diretamente a estrutura
das substancias humicas, fornece importantes informagdes sobre os tipos de grupos
organicos presentes na molécula, auxiliando na caracterizacdo das substancias
humicas. Permite estimar o teor e tipo de carbonos presentes, os quais podem ser
obtidos pela integracdo dos picos nas regides especificas dos espectros (Swift,
1996). Para analise, os espectros tém sido divididos em regides correspondentes as
classes quimicas especificas, como listado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Atribuicées do deslocamento quimico em espectro de RMN '°C para &cidos
hdmicos e fulvicos (Swift, 1996).

Possiveis atribuicdes para os C' Regides espectrais (5)
- Carbono alifatico 0-65
- Eteres, hidroxilas e aclcares 65-110
- C aromatico 110-140
- C fenol (O-aril) 140-160
- C carboxilicos, ésteres e amidas. 160-190
- C=0 de aldeidos e cetonas 190-220

1.6 — Capacidade complexante das SH

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

A capacidade das SH de reter substancias € tdo importante que pode
influenciar diretamente no aquecimento global, isto é, a formagdo de SH é uma
forma de sequestro de carbono, armazenando o CO. e contribuindo para minimizar o
aquecimento global. Além disso, a alta capacidade complexante das substancias
humicas aquaticas (SHA) pode alterar a biodisponibilidade e os efeitos toxicoldgicos
de metais em sistemas aquaticos (Rocha e Rosa, 2003). Os complexos formados
entre SHA e espécies metalicas (SHA-M) possuem diferentes estabilidades, as quais
sado altamente dependentes do pH, espécies metdlicas, forga ibnica, concentracao
de SHA e condigbes redox (Ninfanteva et al.,1999). Recentes investigacdes
concluiram que, para caracterizar a "reatividade" da ligacdo entre espécies metalicas
e SHA, sdo necessarios procedimentos analiticos adequados que fornecam
informacdes sobre a estabilidade termodinamica e cinética (Rocha e Rosa, 2003).
Estudos de troca-ibnica tém demonstrado que a disponibilidade de metais ligados as
SHA parece ser dependente também de fatores cinéticos. E mais, a for¢a e natureza
da ligacao entre SHA e metais sao fortemente influenciadas pelo tamanho molecular
das SHA, cujas massas molares podem variar, por exemplo, de > 100 a < 5 kDa
(Ninfant'eva et al.,, 1999). Assim, procedimentos de fracionamento por tamanhos
moleculares sdo alternativas viaveis para reduzir a polidiversidade das SHA, obter
fracdes distintas com propriedades similares e permitir a caracterizacdo de suas
interagbes com espécies metalicas (Rocha et al., 1999).
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.7 — Fracionamento das SH

Procedimentos baseados nas diferencas de solubilidade, reacbes com ions
metalicos, massa molar, densidade de carga e caracteristicas de adsor¢ao, tém sido
0s mais utilizados para fracionamento das SH.

A variagdo do pH é a forma mais utilizada para fracionamento das SH
extraidas de solos por solventes alcalinos (Stevenson, 1982). As fracbes obtidas séao
acidos humicos (AH), soluveis em alcali e insoluveis em &cido (precipitam em pH (
2); acidos fulvicos (AF), soltveis em alcali e 4cido e humina, insolivel em élcali e em
acido. Estas definicbes sdo baseadas na extracdo alcalina de solos e sedimentos.
Porém, a mesma terminologia pode ser utilizada quando o extrator € neutro, acido
ou solvente organico.

Alguns fatores influenciam no fracionamento baseado na variagdo do pH. A
fracdo humica obtida por precipitacdo em pH < 2,0, seguida de liofilizagdo, é
facilmente dissolvida por solventes neutros ou fracamente alcalino. Entretanto,
quando o acido humico é seco ao ar, € menos soluvel. A razao acidos
humicos/acidos fulvicos extraidos com solventes alcalinos também é influenciada
pela presenca de metais e concentragdo do extrator (Gascho et al., 1968 ; Rosa,
1998). Esse efeito deve-se ao rompimento de forgas intermoleculares como ligagcdes
de hidrogénio e ligacdes do tipo éster entre o AH e o AF (Stevenson, 1982). De
acordo com Senesi et al. (1994), o armazenamento de AF sob condicbes &cidas
pode induzir sua polimerizagao.

Solventes organicos, sais e ions metalicos tém sido usados para separar AH
e AF em diferentes subfragdes. Um exemplo do fracionamento das SH utilizando
solvente orgéanico € a obtengdo do &cido himatomelanico a partir de tratamento dos
acidos humicos com etanol (Oden, 1919). As SH também podem ser fracionadas
com acetona, metanol, metil iso-butilcetona e éter dietilico (Post et al., 1992).

Eletrélitos influenciam o comportamento das macromoléculas hdmicas
(polietrdlito) devido alteragbes nas cargas. Aumentando a concentragcdo de sais,
diminui-se a extensdo da dupla camada, aproximando-se mais da superficie da
macromolécula, podendo ocorrer a precipitacdo. Acidos himicos redissolvidos em
base podem ser fracionados pela adicao de sais, como cloreto de potassio (Springer,
1938) ou sulfato de ambnio, precipitando o acido humico “Gray” enquanto o acido
humico “Brown” permanece em solugao (Theng et al., 1968).
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Varios ions divalentes e polivalentes sao capazes de formar sais ou
complexos insoliveis com SH, causando a precipitagdo. fons cobre foram muito
utilizados para fracionamento de AF em &cidos “Apocrénico” e “Crénico”, e Swift
(1985) fracionou SH por precipitagdo com ions metdlicos. Entretanto, o
fracionamento das SH utilizando solventes orgéanicos, sais e ions metélicos ndo tem
tido muita aplicagdo, pois a maioria dos estudos tem sido feita com as 3 principais
fracGes ou seja, AH, AF e humina.

A eletroforese é baseada no movimento de cargas de moléculas do soluto em
um campo elétrico. Em um experimento tradicional de eletroforese, a amostra de SH
é dissolvida em tampao alcalino e colocada em suporte com superficie plana ou em
pérolas de gel em sistemas por coluna. A migragdo ocorre em fungdo inversa da
massa molecular e direta da densidade de carga. Geralmente, a eficiéncia do
fracionamento pela eletroforese tradicional é inferior ao obtido com base na massa
molar ou solubilidade (Senesi et al., 1994).

A cromatografia por permeagdo em gel tem sido extensivamente aplicada
para o fracionamento de macromoléculas humicas com base na massa molar. Os
géis mais comumente utilizados consistem de polissacarideos, poliestireno e
poliamidas na forma de pequenos granulos. A estrutura do gel é permeada por um
sistema de poros com capacidade de agir como meio cromatografico, permitindo a

separagao baseada nas diferencas de massa molar. Moléculas menores que o

-

tamanho dos poros do gel podem entrar nos poros e sua passagem na coluna
retardada. Assim, as moléculas sao eluidas em ordem decrescente de massa molar.
Esta técnica é rapida, barata e muito versatil. Entretanto, alguns problemas,
tais como interacdes quimicas ou fisicas entre o gel e o soluto, devem ser
contornados para nao invalidar os resultados. As SH, quando adsorvidas pelo gel,
alteram os resultados da separagao que nao podem ser inteiramente atribuidos as
diferengas de massa molar. O mesmo problema pode resultar da interagdo de
cargas entre o0 gel e as macromoléculas humicas. Esses inconvenientes podem ser
evitados utilizando-se o gel e a solucao eluidora apropriada (Swift, 1971). Town et al.
(1992) também conseguiram eliminar os efeitos de adsorg¢ao adicionando ao eluente
tetraborato de sédio (0,01 mol L) e solugéo de pirofosfato de sédio (0,001 mol L.
O amplo intervalo de massa molar caracteristico das SH pode gerar
dificuldades na escolha de um gel adequado. O uso sucessivo de géis de varios
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limites de exclusao com reaplicacao das fracbes em géis com maior ou menor limite
de exclus@o pode minimizar o problema.

Resinas trocadoras aniénicas podem ser utilizadas para fracionar SH de solo
(Wright et al., 1960 e Roulet et al., 1963). Depois da adsorcdo das moléculas
humicas, o fracionamento pode ser obtido por eluicdo com solu¢des tampéo, salinas
e, se necessario, com reagentes alcalinos. Na pratica, o fracionamento obtido ndo é
satisfatério, provavelmente por causa do limite da area superficial da resina, o qual
limita a possibilidade de interacdo com os sitios carregados das macromoléculas
humicas. Como consequéncia, ha perda de resolu¢ao no fracionamento.

Procedimentos baseados em processos de adsor¢do em alumina, géis e,
mais recentemente, resinas macroporosas XAD, tém sido utilizados para
fracionamento de SH, especialmente AF (Swift, 1985). A dessorcdo pode ser feita
por solventes organicos e reagentes acidos ou basicos. O inconveniente é a forte
adsorcao de SH na resina, sendo necessario utilizar reagentes que as vezes causam
danos ao material da resina. Uma excegéo € a resina XAD 8, a qual tem adsorgao
menor sendo de maior aplicabilidade, tanto para fracionamento como para
propriedades de purificagao.

Ultracentrifugagéo utilizando gradiente de densidade ou técnica de
centrifugagdo zonal também tem sido aplicada para fracionamento das SH. O
procedimento € um pouco trabalhoso, se comparado com cromatografia em gel e
ultrafiltragdo. Além disso, a supressao da repulsao entre as cargas intermoleculares
pela adicdo de eletrdlito é essencial para fracionar as SH por técnicas de
ultracentrifugacao (Hayes, 1978).

A ultrafiltracao € uma técnica simples e rapida, a qual permite o fracionamento
das SH utilizando uma série de membranas. Membranas com didmetro de poro de
alguns nanémetros podem ser usadas para filtrar moléculas em solugédo com base
no tamanho molecular. O fracionamento pode ser feito em ordem ascendente ou
descendente de tamanho molecular. Um inconveniente é a distribuicdo nao
completamente uniforme dos tamanhos dos poros nessas membranas e, nesse
caso, o tamanho molecular pode néo ser o esperado. Os resultados das interacbes
entre as cargas da macromolécula humica e as da membrana podem interferir no
processo de filtracao, o qual ndo sera mais baseado somente no tamanho molecular
(Senesi et al., 1994).
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A técnica de filtragao através de membranas tem sido utilizada principalmente
em industrias para fracionar material dissolvido e particulado em sistemas aquosos.
Esta técnica tem-se mostrado ser efetiva ndo s6 em procedimentos preparativos,
mas também em escala analitica (Buffle, 1988 e Kilduff & Weber, 1992).
Particularmente, filtracdo em cascata com membranas dispostas em série tem sido
utilizada para essa proposi¢do. Cada cela consiste de um sistema com um filtro de
membrana semipermeavel, dreno, tubos e instrumentos de controle (Barker & Till,
1992). Entretanto, semelhantes sistemas tém desvantagens praticas, tais como
dificuldade de separagédo das espécies na presenga de varias particulas, devido a
formacao de gel ou coagulacdo de camadas na superficie do filtro, baixas vazdes e
dificuldades no controle operacional.

Ao invés de utilizar os sistemas de celas de ultrafiltracdo convencionais, pode-
se também utilizar fibras porosas dispostas em séries para separacdes analiticas
como, por exemplo, para especiacdo de elementos traco associado com
componentes de aguas naturais. Entretanto, as fibras porosas sdo muito sensiveis a
obstrugdes dos poros por particulas sélidas e de custo relativamente alto. Sistemas
de fibras porosas dispostas em cascata podem ser mais Uteis para concentrar
espécies macromoleculares dissolvidas em grandes volumes de amostras. Nos
processos de separacao, além da obstrucdo dos poros e consequentemente maior
tempo demandado, outros problemas analiticos podem ocorrer devido a fenémenos
de contaminacao e adsor¢ao. Semelhantes fendbmenos ocorrem em alguns sistemas
de filtracdo em cascata devido a inerente utilizagdo de tubos relativamente longos,
muitas valvulas e conectores. Em principio, essas dificuldades poderiam ser
minimizadas utilizando-se sistemas de ultrafiltragdo sequencial com mudltiplos
estagios.

Unidades de ultrafiltragdo (UF) com fluxo tangencial permitem filtragéo
relativamente rdpida devido ao reduzido processo de obstrugdo dos poros, pois 0s
compostos acumulados na superficie da membrana sao deslocados pelo forte fluxo
cruzado. Em sistemas semelhantes, varias celas de fluxo tangencial acopladas "on-
line" sdo operadas por uma simples bomba peristaltica com multiplos canais de facil
manuseio, trabalhando em sistema fechado, bem como a coleta das fraces obtidas
é simples.

Particularmente, o fracionamento de substancias humicas por UF em filtros de

membranas adequados €&, em principio, um método simples para estudar misturas
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complexas de macromoléculas, tais como substancias humicas, em funcdo da
distribuicdo dos respectivos tamanhos moleculares. Nesse caso, seria possivel a
caracterizacao de importantes propriedades fisicas e quimicas das SH dissolvidas
em funcao do tamanho molecular (Swift, 1989), como por exemplo a solubilidade, o
comportamento de adsor¢cdo, a acidez, a capacidade complexante com ions
metalicos, a distribuicdo de grupos funcionais e as estruturas reativas.

Um sistema de ultrafiltracdo seqliencial com multiplos estagios, desenvolvido
por Burba et al. (1995), foi utilizado no fracionamento e caracterizacdo das SH em
estudos ambientais e biologicos. Burba et al. (1998); Shkinev et al. (1996) e Aster et
al. (1996) e (1997), Rocha et al. (1999) mostraram que sistemas de ultrafiltracdo com
multiplos estagios podem ser uma importante técnica para caracterizagéo de fragoes

de substancias humicas aquaticas com diferentes tamanhos moleculares.

.8 — Mercurio

1.8.1 — Propriedades quimicas relevantes do mercurio

O mercurio é o Unico metal liquido existente. Conhecido desde a Antiguidade,
sua designacdo em latim, hydrargyrum, significa prata liquida com a qual se
assemelha (Nascimento e Chasin, 2001). O mercurio é pouco soluvel em agua (6 10°
° g L"; 25°C), liquido, volatil (1,22 10 mm; 20°C) e de acordo com Pearson (1963) é
um metal da “classe B”. Logo, tende a se associar com bases moles como enxofre
(S, SH), iodo e enxofre organico, fésforo e nitrogénio (Stumm e Morgan, 1981).
Como resultado da seletividade de coordenacao, Hg prefere NHsz a H.O, CN" a OH’,
CI', F, S-doador a O-doador como ligante. Pode estar presente nas formas metalica
(mercurio elementar), inorganica e organica. Mercurio metélico é branco-prata
brilhante e liquido a temperatura ambiente. Compostos de mercario inorganico
ocorrem quando reage com elementos tais como cloreto, enxofre ou oxigénio. Esses
sais de mercurio sao cristais brancos, exceto sulfeto mercurico (também conhecido
como cinabrio), o qual é vermelho e torna-se preto apds exposicao a luz. Os
compostos organomercuriais sdo espécies nos quais o mercurio esta ligado a
atomos de carbono. Existe uma grande variedade de compostos organicos de
mercurio, contudo o mais comum é o metil mercario (monometilmercurio) que é a

forma mais téxica. No passado, o composto organomercurial fenilmercuario foi muito
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usado em produtos comerciais. Tanto o fenilmercurio como o metilmercurio existem
na forma de sais, p.e. cloreto de metilmercurio e acetato de fenilmercurio e quando
puros, sao sélidos brancos cristalinos (Unep chemicals, 2002).

1.8.2 — Mercurio no ambiente

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente estando presente em diferentes
estados de oxidacdo. Encontra-se principalmente associado a outros elementos,
sendo enxofre 0 mais comum. Uma importante fonte de mercurio € o minério
cinabrio (HgS), com as maiores reservas encontradas em Almadén na Espanha,
Monte Amianta na ltalia e idria na luguslavia (Micaroni et al., 2000). Outras fontes
naturais de mercurio sao erupgbes vulcanicas, evaporagdo natural e minas de
mercurio. As estimativas das emissdes naturais de mercurio sdo muito variadas na
literatura, encontram-se valores de 2.700 a 125.000 toneladas ano™ (Micaroni et al.
2000; Nascimento e Chasin, 2001). As principais fontes emissoras antrépicas de
mercurio sao as industrias que queimam combustiveis fésseis e as de tintas a base
de espécies mercuriais (Nascimento e Chasin, 2001). De acordo com estes autores,
as estimativas mais recentes para a proporcao anual de emissbes naturais e
antropogénicas de mercurio para a atmosfera € de 1:1.

No ciclo biogeoquimico geral do mercurio (Figura 4), espécies Hg*?,
metilmercurio, dimetilmercurio e Hg® sdo interconvertidas nos compartimentos
atmosféricos, aquaticos e terrestres. Na atmosfera, a espécie predominante é o Hg®
e nos sedimentos solo e agua, Hg?®* é mais abundante. Assim, os processos
atmosféricos sao os principais responsaveis pelo transporte de mercurio das fontes
para 0s receptores por processos de emissdo e aporte do Hg?. Uma importante
caracteristica do ciclo biogeoquimico do mercurio sdo as diferentes vias que esta
espécie pode seguir no ambiente. Destas, destacam-se sua liberagcao dos solos e
das aguas para a atmosfera, seu transporte na atmosfera e deposi¢cdo em solos e
aguas. Quando em contato com solos (deposigdo atmosférica) e sedimentos, pode
ocorrer a sor¢gao do mercurio na forma insoluvel seguida de metilagao/desmetilacao.
O ciclo é completado pelas vias de precipitacao, bioconversdao em formas volateis e

soluveis, liberacao para a atmosfera ou bioacumulacdo em organismos aquaticos.
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Figura 4 — Ciclo geral do mercurio em ambientes naturais (Adaptado de Bisinoti, 2005).

Segundo Galperin et al. (1996), na atmosfera o mercurio ocorre
principalmente na forma metalica (Hgg) e também no estado de valéncia (*3). Em
ambos 0s casos, estdo presentes nas formas gasosas, de aerossoéis ou adsorvidos
em materiais particulados. As principais espécies encontradas na atmosfera sao
mercurio elementar (Hg°), dicloreto de mercurio (HgCly), éxido de mercurio (HgO),
sulfito de mercurio (HgSOs3) e dimetilmercurio. A interagdo entre as diferentes
espécies é dinamica. Pirrone et al. (2001) concluiram que mais do que 60 % da
emissao de mercurio antropogénico na Europa esta na forma elementar gasosa, 30
% como mercurio bivalente gasoso e 10 % como mercurio elementar em
particulados. De acordo com Schluter (2000), estudos feitos em minas de mercurio
em Almadén, Espanha, indicam que o vapor de mercurio emitido por solos com
elevada concentragéo € dependente da temperatura e da vegetacéo.

A remocdo do mercurio elementar (Hg®) da atmosfera ocorre via deposicdo
imida. As formas divalentes de merctrio (Hg?*) e mercurio particulado (Hg(p)) sdo
no minimo 10° vezes mais soldveis que o Hg° (Lindberg e Stratton, 1998) e sédo
prontamente removidas apds emissao em escala local ou regional via processos de
deposicdo seca ou Umida (Schroeder e Munthe, 1998). Estas duas formas de
mercurio tém tempos de residéncia na atmosfera que vao de algumas horas a vérios
meses. O mercurio divalente, conceituado como mercurio gasoso reativo (RGM),
pode reagir com um numero consideravel de ligantes diferentes (OH’, CI', Br, I,
S05;2 e CN) para formar complexos inorganicos relativamente estaveis como HgCly,
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Hg(OH). e Hg(SOs3).. O mercurio particulado é formado quando o mercurio divalente
na forma de Hg(OH),, HgCl,, HgSO; e Hg(NOs). é adsorvido em particulas
atmosféricas principalmente em fase aquosa (chuva, nuvens).

A maior parte das emissdes a partir de combustiveis fésseis ocorre na fase
gasosa. Na zona de combustdo, o mercurio presente no carvao e outros
combustiveis fésseis evaporam na forma elementar (Hg') e parte do produto da
combustao é oxidada. O processo de emissdo de mercurio durante a incineracao de
efluentes € semelhante, exceto que mais mercurio na forma oxidada € obtido devido
ao maior teor de cloreto presente nos efluentes do que em combustiveis fésseis.

A distribuigdo do mercurio nos sedimentos esta relacionada com o teor de
carbono organico, ferro, argila, fésforo, enxofre, potencial redox, dentre outros
fatores. Os compostos organicos, complexantes sollveis em agua como humatos e
fulvatos, podem quelar as espécies sollveis e insoluveis na agua, sendo que estas
precipitam diretamente da solucdo para o sedimento. O pH &cido favorece a
adsorgao de mercurio pelo humus, e em pH basico o mercurio é preferencialmente
adsorvido pela fracao mineral (Nascimento e Chasin, 2001).

No solo, h& favorecimento para a formagdo de compostos inorganicos, tais
como, HgCl, Hg(OH) e compostos de Hg(ll) inorganico, os quais formam complexos
com anions organicos. Esses complexos organo-mercuriais sdo adsorvidos na
superficie das argilas e na matriz sélida a qual consiste principalmente de 6xidos de
ferro, aluminio e manganés e substéncias humicas (Roulet et al, 1998). A
mobilidade do mercurio nos solos é dependente principalmente do potencial de 6xi-
reducao, pH drenagem e tipo de solo. Solos argilosos tém alta capacidade de reter
(complexar, adsorver quimica e/ou fisicamente) mercurio. Podem acumula-lo durante
anos e a quantidade acumulada depende da deposicdo, das caracteristicas fisico-
quimicas e do tempo de formagdo do solo. Estudos em solos oxisois-podzoéis na
Guiana Francesa e na regido do Rio Tapajés no Estado do Para tém apresentado
altas concentragbes de mercurio associadas a complexos organo-metalicos na
fracdo mineral do solo (Roulet et al.,, 1998; Roulet et al., 1995). Embora também
regidao Amazoénica (Brabo et al., 2003), em alguns solos caracterizados por baixas
concentracdes de matéria organica coletados no Estado do Acre (localizados em
regidbes sem emissdes antropicas de Hg), foram determinados teores relativamente
elevados desse metal (0,017 — 0,279 ng g”') comparados com teores considerados

por alguns autores como sendo basais em solos (0,140 pg g™) (Grigal, 2003). Valle
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et al. (2005), estudando a distribuicao de mercurio em diferentes tipos de solos da
regido de Manaus, observaram que a localizagdo geogréfica, o tipo de solo e a
granulometria das amostras influenciam na distribuicdo da concentragédo do metal e
as concentragdes determinadas foram semelhantes as obtidas por outros autores
em areas com atividades mineradoras.

O comportamento complexante da matéria orgéanica limita a mobilidade do
mercurio no solo, pois grande parte esta ligada fortemente a matéria organica. Por
esta razdo, o mercurio tem longo tempo de retencdo no solo e como resultado é
acumulado e lentamente liberado para aguas superficiais (Pirrone et al., 2001).

De acordo com Schulter (2000), a importante rota para o fluxo de mercurio no
ambiente é a evaporacao a partir dos solos. Segundo Rocha et al. (2000) e Oliveira
et al. (2006), a matéria organica aquatica e de solos pode complexar e/ou reduzir
Hg(ll), sendo a reducdo processo fundamental na introducdo de Hg® para a
atmosfera (Figura 4). Por precipitacdo ou deposicdo seca o mercurio é trazido da
atmosfera para o solo. Umidade, composi¢ao e pH do solo influem na formagao do
mercurio gasoso. A reducao do mercurio é dificultada quando o solo se encontra
seco ou quando a temperatura esta baixa e o pH é 4cido, abaixo de 5,2 (Nascimento
e Chasin, 2001).

Em aguas naturais, o mercurio ocorre em diferentes formas, incluindo
mercUrio elementar (Hg'), idnico (Hg?, Hg?*), e metilado (CHsHg*, (CHs)2Hg). Destes,
a espécie monometilada (CHzHg", referindo-se ao metil mercirio) é uma neurotoxina
(Halbach, 1995) e é comumente encontrada em ambientes aquaticos. Devido sua
afinidade por tecidos adiposos, o metilmercurio tende a bioacumular e biomagnificar
mais rapidamente que outras espécies mercuriais. Em aguas naturais, a metilacao
ocorre principalmente nos dois centimetros superiores ao sedimento, pois a maioria
da populagdo microbiana responsavel pela sintese do metilmercurio esta localizada
nessa camada. A metilacdo é influenciada pela temperatura, concentracdo de
bactérias presentes no meio, pH, tipo de solo ou sedimento, concentragao de sulfito,
condicdes de Oxi-reducao do meio e variagbes sazonais. A metilagcdo maxima ocorre
no intervalo de 0,1 a 0,2 V, sendo o metilmercurio mais estavel em pH neutro e acido
e o dimetilmercurio em pH basico. Como outros metais, a especiacao de mercurio é
influenciada pela complexagdo com ligantes orgéanicos e inorganicos que estédo
presentes nas aguas.

A disponibilidade de Hg® para organismos aqudticos é limitada pela taxa de
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oxidacao a Hg(ll), além do equilibrio entre a metilacao de Hg(ll) a metilmercurio e a
desmetilacao/volatilizacdo, sendo os principais agentes oxidantes presentes nas
aguas oxigénio, nitrato, nitrito, ion férrico, sulfato, enxofre, diéxido de carbono e
bicarbonato (Bisinoti, 2005).

Hg(ll) forma complexos em agua até mesmo a baixos valores de pH. Estes
complexos predominam entre as formas inorganicas de mercurio sob condigdes
naturais, até mesmo na presenca de altas concentracdes de ions cloreto. Mercurio
pode também formar complexos estdveis com varios ligantes organicos,
especialmente aqueles contendo enxofre e compostos organicos naturais como
acidos humicos e fulvicos. Em aguas naturais, compostos mercuriais sao fortemente
ligados a material particulado e facilmente transportados em mananciais e
acumulados em sedimentos. O aporte das espécies mercuriais em sistemas
aquaticos é regulado por processos quimicos, fisicos e bioldgicos, os quais ocorrem

nas interfaces ar/agua e agua/sedimento (Fadini e Jardim, 2001).
1.8.3 — Interacao mercurio-matéria organica

A matéria organica dissolvida (MOD) interage com mercurio influenciando no
transporte, especiacdo, solubilidade e biodisponibilidade (Buffle, 1988). Heiden e
Aiken (1983) mostraram evidéncias da forte ligagdo de mercurio com a MOD ao
recomendar &cido humico como preservante para minimizar perdas de mercurio em
tanques de poliolefina. Fortes interagbes entre mercurio e matéria orgénica
dissolvida tém sido indicadas por correlagdes positivas entre suas concentragdes em
aguas naturais (Kolka, et al. 1999). Dependendo das condigdes do meio, matéria
organica dissolvida também acelera ou inibi a formagdo de espécies toxicas e
bioacumulativas de metilmercurio (Weber, 1993). A complexacdo com MOD limita a
disponibilidade de mercurio para microorganismos responsaveis pela metilagéo e a
disponibilidade de metilmercurio para a bioacumulagéo. As fragées acidos humicos e
fulvicos da MOD s&o também capazes de reduzir mercurio idnico para mercurio
elementar volatil (Alberts et al., 1974), aumentando o refluxo de mercurio a partir da
agua e do solo para a atmosfera. Entretanto, a MOD aumenta a formacao de Hg? a
partir de Hg*® por meio de reagdes fotoquimicas, as quais devem reduzir a
disponibilidade de mercurio para metilagdo e bioacumulagao (Allard e Arsenie, 1991;
Rocha et al., 2000).

Mercurio e outros metais trago geralmente estdo ligados a sitios acidos na
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matéria organica. Os grupos funcionais mais comumente encontrados na MOD s&o
acidos carboxilicos, fendis, ions aménio, alcoois e tidis. Destes diferentes grupos,
acidos carboxilicos e fendis contribuem com 90% da acidez da matéria orgéanica
(Thurman, 1985). Esses grupos funcionais tém diferentes constantes de dissociagao
e deprotonagédo a diferentes pH. Schnitzer e Skinner (1966) e Schnitzer (1969)
postularam que metais estao ligados a unidades estruturais aromaticas de ftalato e
salicilato na matéria organica. Leenheer et al. (1998) sugeriram que a matéria
organica contém sitios ligantes polidentados com potencial para ligagdes 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, 0os quais estao presentes apenas em quantidades

traco na matéria organica.

1.8.4 — Toxicidade do mercurio

A exposicao ao vapor de mercurio origina a “doenga do chapeleiro maluco”,
personagem da Inglaterra vitoriana descrito no famoso livro de Lewis Carrol, “Alice
no pais das maravilhas”. Na Inglaterra, os chapéus eram tratados no vapor de
mercurio metdlico para atender aos requisitos de elegancia. Com anos de exposi¢ao
ao vapor, os chapeleiros desenvolviam uma forma clinica caracterizada por uma
exuberante sintomatologia neurolégica (Silveira et al., 2004).

A exposicao crbénica ao vapor de mercurio metalico compromete clinicamente
o sistema nervoso, inicialmente com sintomatologia inespecifica e, posteriormente,
com disturbios caracteristicos da motricidade, ou seja, tremor de pequena amplitude,
paresias, disreflexia e dificuldade de coordenacao motora (Silveira et al., 2004). O
vapor de mercurio é absorvido pelo organismo humano no pulmao pelas membranas
aveolares a uma proporcao de 75 a 80%, quando inalado. No sangue, o Hg® é
oxidado pelos eritrécitos a Hg?* e este é rapidamente distribuido pelo corpo,
podendo se ligar também a albumina e a hemoglobina (Micaroni et al., 2000).

Na regido Amazénica, véarios estudos sobre contamina¢do de mercurio tém
sido atribuidos principalmente a atividades mineradouras (Lacerda et al., 2004,
Malm, 1998). Branches e colaboradores (1993), em estudos nesta regiao,
verificaram varios sintomas como vertigens, palpitacbes, dores de cabeca e
tremores, em pacientes expostos ao vapor de mercurio. Contudo, do ponto de vista
epidemioldgico, a preocupag¢ao maior € a exposi¢cao das comunidades ribeirinhas a



Oliveira, L. C.; Tese de Doutorado: “Substancias humicas aqudticas do Rio Negro-AM: Influéncia da
sazonalidade nas caracteristicas estruturais, distribuicdo de carbono e capacidade de complexagao por ions
Hg(ll) em fungao do tamanho molecular”—2007.

compostos organomercuriais como o metilmercario. A expressado clinica da
exposicdo humana ao metilmercario e outros organomercuriais € potencialmente
grave, com repercussdes neuroldgicas muitas vezes irreversiveis. Essa patologia foi
descrita pela primeira vez no Japao, onde ocorreu a contaminagdo da baia de
Minamata pelos residuos de uma industria quimica. Esta utilizava sulfeto de
mercurio como catalisador para a produgdo de acido acético e seus derivados e
cloreto de mercurio como catalisador na producao de cloreto de vinila, sendo que o
metilmercurio era um subproduto na sintese do acetaldeido (Lacerda, 1997). O
metilmercurio contaminou a biota marinha e o sistema aquatico, atingindo a
populacdo pela ingestdao de peixes e frutos do mar. A “Doenca de Minamata” foi
oficialmente descoberta em 1956, quando uma crianga foi hospitalizada com méaos e
pés paralisados, sendo desde entdo varios casos similares encontrados, atingindo
niveis epidémicos. A exposicao crénica aos compostos organicos do mercurio causa
grave comprometimento do sistema nervoso, com efeitos diversos em adultos e
criangas que foram expostas nas fases precoces do desenvolvimento do sistema
nervoso, tanto pré como pés-natal. As lesées no sistema nervoso central do adulto
sdo focalizadas e atingem principalmente o cerebelo e o cértex visual. O sistema
nervoso periférico é comprometido, especialmente em intoxicacbes mais graves e a

sintomatologia indica comprometimento motor, somestésico, auditivo e visual.

1.8.5 — Técnicas para determinacao de mercurio

A elevada toxicidade do mercurio associada a baixa concentragdo em
algumas amostras faz com que sejam necessarias técnicas sensiveis e precisas
para sua determinacdo. Dentre as técnicas e métodos disponiveis para a
determinagdo de mercurio podem ser citados o0s métodos colorimétricos, a
espectrometria de fluorescéncia atémica, espectrometria de emissdo atémica,
métodos cromatograficos, analise por ativacdo com néutrons, espectrometria foto-
acustica, espectrometria de fluorescéncia de raios-X, métodos eletroquimicos e
espectrometria de absorcdo atdmica com geragao de vapor frio (Micaroni, 2000). O
método colorimétrico ja foi muito utilizado devido sua simplicidade, baixo custo e
rapidez. Entretanto, como neste método podem ocorrer interferéncias por outros
elementos, exigindo etapas de separacao, este método foi substituido pelos de
absorcdo atomica (Chilov, 1975).
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1.8.5.1 - Espectrometria de absorcao atdbmica com geracao de vapor
frio (CVAAS)

A geracao de vapor frio foi desenvolvida originalmente para amostras liquidas
e se baseia na reducao de ions mercurio ao estado fundamental através de reacao
com Sn** ou borohidreto em solucdo aquosa (Hatch, 1968). Devido & alta
volatilidade do mercurio metdlico, a geracao de vapor frio permite sua determinagao
na fase de vapor sem a necessidade do uso de atomizadores eletrotérmicos,
possibilitando que os atomos no estado gasoso ocorram sem necessidade de
tratamentos especiais.

Rimura & Miller (1962), foram os primeiros a utilizar a redugéo de fons Hg?*
com solucao de cloreto estanoso em meio acido (Reacéao I). O mercurio reduzido era
transportado por um gas de arraste e borbulhado em solugdo de permanganato de
potassio contida em um tubo de vidro. Nesta solu¢do coletora, o vapor de mercurio
era oxidado e a solucéo transferida para funil de separacdo, onde em seguida se
extraia com ditizona em cloroférmio e posterior medida do ditizonato de mercurio a
605 nm.

Hg® + Sn* — Hg’+ Sn** ()

Poluektov et al. (1964) foram os primeiros a utilizar o cloreto estanoso como
redutor para a geracao de vapor frio e sua detecgao por espectrometria de absorgéao
atémica, recebendo mais tarde a abreviatura CVAAS (do inglés “Cold Vapor Atomic
Absorption Spectrometry”). Desde entdo, foram feitas muitas modificagbes do
procedimento inicial com o objetivo de aumentar a sensibilidade, sensitividade e
precisdo. Borohidreto de sodio também tem sido utilizado como redutor para a
geragao de vapor frio (Reacgao II).

Hg?* + 2NaBH, + 6 HoO — Hg® + 7 Ha + 2H3BO3 + 2 Na* (1

Entretanto, por ser uma reacdo mais energética, a reagao com borohidreto

pode causar arraste de vapor d’agua para a cela de absorcéo.
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Com CVAAS pode-se atingir limites de deteccao semelhantes a técnica de
ativacdo neutrbnica, utilizando-se uma etapa de pré-concentracdo. Além desta
vantagem, a geragdo de vapor frio implica no isolamento do mercurio de possiveis
interferentes. A técnica CVAAS é considerada pratica, simples e de facil manuseio,
aliada a um baixo custo operacional. O sistema analitico é passivel de modificagbes
para a determinagdo de mercurio em diversas matrizes (Micaroni, 2000). Embora
existam outras técnicas mais sensiveis (i.e. fluorescéncia atémica), a espectrometria
de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio € considerada uma técnica
adequada para a determinagéo de mercurio (Andrade et al., 1983).

Rocha et al. (1994) adaptaram um sistema proposto por Jackwerth et al.
(1979) para determinacdao de Hg por CVAAS com velocidade analitica de 50
amostras por hora e limite de detecgéo de 0,5 ug Hg L.

Para a determinacdo de Hg organico em amostras ambientais as técnicas
CVAAS e espectrometria de fluorescéncia atébmica com geragdo de vapor frio
(CVAFS) tém sido as mais utilizadas (Bizinoti, 2005). A diferenca para a
determinagcédo entre o Hg total e o orgénico é o preparo da amostra, sendo o
procedimento de quantificacdo o mesmo para ambos 0s casos. Para cada matriz
ambiental analisada (p.e. cabelo, peixe, solo, agua, sedimento) é necessario um
procedimento especifico para abertura da amostra (Boischio e Barbosa, 1993;
Bisinoti, 2005). Em andlises de tragos procedimentos de pré-concentracdo 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 tensdo por um
determinado intervalo de tempo libera o Hg para a cela de quantificagdo (Magarelli,
2006).

.9 — Analise estatistica multivariada

Em estudos ambientais onde geralmente um grande numero de variaveis
devem ser consideradas simultaneamente, técnicas exploratérias tém se mostrado
eficientes para avaliar correlacoes e interpretar os resultados obtidos. A andlise

exploratéria é utilizada para detectar padrées de associagdo no conjunto de dados,
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podendo se estabelecer relagcdes entre as varidveis. Neste caso, andlise de
componentes principais (ACP) e andlise hierarquica de agrupamentos (AHA) tém
sido as mais utilizadas (de Barros Neto et al, 2006; Burns et al., 1997; Salau et al.,
1997).

O principal objetivo da ACP é reduzir a dimensdo dos dados originais,
facilitando a interpretagdo das informagbes mais importantes em menor numero de
fatores ou componentes principais, preservando ao mesmo tempo o maximo de
informacao, e isto é feito calculando-se combinacdes lineares das variaveis originais.
A primeira componente principal a CPy é a combinacéo linear de méxima variancia
(isto € de maxima informagédo), a segunda componente, CP,, também é de maxima
variancia, porém ortogonal a CP4 e a terceira é de maxima variancia e ortogonal as
duas primeiras CPs. Como esses eixos sao calculados em ordem decrescente de
importancia, muitas vezes a informagéo relevante fica concentrada nas duas ou trés
primeiras CPs (de Barros Neto, et al. 2006).

A AHA tem como objetivo a formacado de agrupamentos naturais, em uma
estrutura hierarquica em que as amostras sao colocadas em um sistema de grupos e
subgrupos, dependendo do grau de similaridade entre elas. Neste caso, o que define
a similaridade entre dois pontos é a distancia entre eles no espago multidimensional.
Quanto menor esta distancia, maior a similaridade entre as variaveis representadas

pelos dois pontos (de Barros Neto, et al. 2006).

1.10- Rio Negro-AM

Os mananciais de 4guas doces exercem importante fungéo no ciclo global do
carbono via aporte de matéria organica (MO) de origem terrestre e sua transferéncia
para os oceanos (McClain, 1997). A regiao Amazénica abriga o sistema fluvial mais
extenso e de maior massa liquida da Terra, sendo coberta pela maior floresta pluvial
tropical. De acordo com Bluntschli et al. (1921), a circulacdo da agua marinha pelo
compartimento atmosfera acima da floresta e desta através da planicie fluvial
novamente para o mar tem fung¢do decisiva no ecossistema Amazdnico. Segundo
Sioli (1985), a floresta e os regimes de cheias e vazantes dessa regido estdo
intimamente relacionados. O Rio Amazonas tem a maior massa liquida com vazao
média anual de 200.000 m® seg” e drena aproximadamente 7 milhdes de km? de

terras, submetidas a uma precipitagdo média de 2500 mm por ano (Sioli, 1985). De
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acordo com Spitzy (1991), nenhum outro rio do planeta transfere mais MO para o
oceano que o Amazonas.

O Rio Negro é um grande tributario do Rio Amazonas, drenando
aproximadamente 700.000 km? de floresta tropical predominantemente nao
perturbada. Desde a sua nascente na Colémbia pré-Andina, o Rio Negro possui
extensao de aproximadamente 1.700 km, drena grande diversidade de solos e
rochas com idades variando do periodo Cambriano ao Holoceno com estados de
intemperismo quimico e fisico distintos, caracterizando uma &rea com grande
potencial para estudos pedoldgicos. Além disto, € o afluente do Rio Amazonas com
maior concentragdo de matéria organica dissolvida (MOD), cerca de 600-900 umol L
! enquanto outros afluentes desse rio possuem 300-500 umol L' de MOD (Mc Clain,
1997). Assim, os tributarios do Rio Negro sdo acidos e extremamente pobres em
sais e nutrientes (Sioli, 1968). A alta acidez das aguas €& devida a baixa
concentracao de calcio e magnésio nas formagdes geoldgicas das nascentes do rio
e ao grande aporte de substancias humicas provenientes de extensas areas de
podsois hidromérficos na porgcéao superior da bacia (Ilvanissevich, 1990).

Elevadas concentragcdes de mercurio determinadas na regiao Amazénica tém
sido atribuidas principalmente a atividade garimpeira (Bastos et al., 2007; Dorea et
al., 2006b). Na Bacia do Rio Negro-AM, embora seja geograficamente distante de
fontes emissoras antropicas, elevadas concentracbes de mercario foram
determinadas em amostras de cabelos da populacao ribeirinha (Malm, 1998; Dorea
et al., 2003; Forsberg et al., 1995) e em peixes predadores (Barbosa et al., 2003;
Dorea et al., 2003; Dorea et al., 2006a; Dorea et al., 2006b).

Barbosa e colaboradores (2003) coletaram 951 amostras de peixes das
espécies representativas da cadeia alimentar: herbivoros, detritivos, onivoros e
piscivoros ao longo do Rio Negro-AM, e determinaram o teor de mercurio total. A
maior concentracdo média foi determinada nas espécies piscivoras (688,9 ng g-1),
seguidos pelos onivoros (190,3 ng g-1), detritivos (136,0 ng g-1) e herbivoros (70,4
ng g-1). As concentracdes determinadas nos peixes excedem aquelas permitidas na
legislacdo brasileira (500 ng g-1) para consumo humano principalmente nas
espécies piscivoras (aproximadamente 60%). Em estudos recentes, realizados no
Rio Negro-AM, Dorea e colaboradoresa (2006) avaliaram a influéncia da inundacao
sazonal na bioacumulacao de mercurio em espécies de peixe que sdo consumidos

pela populagdo humana local, verificando que os efeitos da inundacao sazonal sobre
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a bioacumulacao de mercurio em peixes ocorre em espécies especificas.

Como poluente global derivado de processos naturais e antrdpicos, o
mercurio possui tempo de residéncia na atmosfera relativamente longo e é
transportado via deposicao atmosférica seca e/ou umida (Fadini e Jardim; 2001).
Apds aporte na agua ou no solo, a dindmica do mercurio pode estar associada a do
carbono organico e, neste caso, um importante fator a ser considerado € o alto teor
de substancias humicas presentes nos sistemas aquaticos e terrestres dessa regiao
(Bourgoin et al., 2003; Rocha et al., 2000; Miretzkyl et al., 2005). Embora haja
alguma similaridade entre substancias himicas presentes no solo e na agua, as
diversidades no ambiente de formacdo e nos compostos de origem as fazem
apresentar diferengas peculiares (Cheng, 1977). A natureza da agua (rios, lagos ou
mar) e a estacdo do ano sao fatores determinantes nos processos de formacao e de
humificacdo das SHA (Thurman, 1985).
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Il - OBJETIVOS

Devido a regido em estudo possuir caracteristicas particulares de
biodiversidade, temperatura, umidade, bem como apenas duas estagdes no ano,
periodos de cheias e vazantes bem definidos, as substancias humicas extraidas de
amostras coletadas periodicamente podem apresentar diferengas nas suas
caracteristicas estruturais e influenciar nos ciclos biogeoquimicos (p.e. mercurio) de
maneiras distintas. Assim, neste trabalho verificou-se a influéncia da sazonalidade
nas caracteristicas estruturais das substancias humicas extraidas de amostras de
agua coletadas mensalmente. Os objetivos especificos foram:

- Extrair e purificar as substancias humicas de amostras de agua coletadas
mensalmente durante o periodo de 1 ano;

- Caracterizar as substancias humicas por analise elementar, ressonancia
paramagnética eletrénica e ressonancia magnética nuclear de 13C;

- Determinar a concentracdo de mercUrio nas amostras de substancias
humicas aquaticas;

- Correlacionar os grupos funcionais das SHA (obtidos por RMN13C), as
razdes atébmicas C/H, C/N, C/O (calculadas a partir da analise elementar de C, H, N,
S, O), concentracdao de mercurio, indices pluviométricos e fluviométricos utilizando
analise estatistica multivariada.

- Fracionar as SHA extraidas de amostras de aguas coletadas no Rio Negro-
AM em fungao do tamanho molecular, utilizando sistema de ultrafiltracdo sequencial
em fluxo tangencial;

- Determinar o teor de carbono organico total nas fragdes obtidas;

- Determinar a capacidade de complexagao (CC) das SHA com ions Hg(ll)
nas diferentes fracoes;

- Caracterizar a influéncia da sazonalidade nas amostras fracionadas,

interpretando os parédmetros determinados por andlises estatisticas multivariadas.
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Il - EXPERIMENTAL

lll.1 - Equipamentos, materiais e reagentes

- balanga analitica Metler-Toledo, AB 204-S com capacidade maxima de 220 g;

- espectrébmetro de absorcao atébmica com geragao de vapor frio (CVAAS) Perkin-
Elmer Analyst 300;

- medidor portatil de pH Orion modelo 250 A;

- micropipetas automaticas, de vérios volumes (fixos e variaveis) VWR e Finnpipette
Labsystems;

- sistema purificador de agua Millipore-Multi-Q;

- agitador magnético Variomag Telesystem;

- bomba peristaltica GILSON, modelo Miniplus 3;

- hidroxido de sodio, NaOH, (Mallinckrodt) M = 40,00 g mol™;

- nitrato de prata, AgNOs, (Merck) M = 169,98 g mol™;

- bicarbonato de sédio, NaHCO3, (Mallinckrodt) M = 84,00 g mol™;

- Etilenodiaminotetraacetato disédico, Na,EDTA, M = 372,24 g mol™

- peréxido de hidrogénio, H.O», (Mallinckrodt - solugdo 30%) M = 34,01 g mol™;

- permanganato de potassio, KMnO,, (Mallinckrodt) M = 158,03 g mol™;

- persulfato de potassio, K2S20g (J.T.Baker) M = 270,32 g mol™;

- 4cido nitrico, HNO; (Synth) M = 63,01 g mol™;

- 4cido sulfdrico, HaSO4 (Merck) M = 98,08 g mol™;

- 4cido cloridrico, HCI, (Merck) M = 36,5 g mol™;

- padrdo de mercurio (Tec Lab) concentragdo 1000 mg L' em 5% (m/v) de acido
nitrico;

- dicromato de potassio, KoCr207 (Mallinckrodt) M = 294,18 g mol™;

- cloridrato de hidroxilamina, NH,OH. HCI (Synth) M = 69,49 g mol

- cloreto estanoso, SnClz.2H,0 (J.T. Baker) M = 225,65 g mol™.

- analisador de carbono Shimadzu COT-5000 Analyzer;

- espectrémetro de absorcao atébmica com geracao de vapor frio (CVAAS) Perkin-
Elmer Analyst 300;

- evaporador rotativo Tecnal, modelo TE-120 equipado com sistema de alto vacuo
Edwards, modelo Speedivac — 2;

- sistema purificador de agua Millipore-Multi-Q;
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- filtro de membrana de com porosidade de 1 kDa e 47 mm de didametro (celulose,
Milipore);
- sistema de ultrafiltracao;

- vidraria comum a um laboratério de Quimica Analitica.

lll.2 - Identificacao da area de amostragem

O ponto de amostragem situa-se a margem esquerda do Rio Negro-AM, entre
as confluéncias dos Rios Taruma e Taruma Mirim, a cerca de 20 km a oeste da
cidade de Manaus-AM (Figura 5).

Figura 5 — Ponto de coleta das amostras de agua no Rio negro-AM, entre as confluéncias
dos Rios Taruma e Taruma Mirim, na Praia da Lua GPS:3 02’ 22S 60 08’ 21W.
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lll.3 - Amostragens

Para verificar a influéncia da sazonalidade nas caracteristicas estruturais das
SHA foram feitas coletas mensais de amostras de agua no periodo de Marco/02 a
Fevereiro/03.

As amostras de agua foram coletadas submergindo frascos de polietileno
aproximadamente 20 cm abaixo da superficie da agua e contra a corrente, isto é
antes que a agua a ser coletada atinja o barco e seja contaminada pelo mesmo.
Amostras simples foram coletadas (aproximadamente 35 L) em intervalos de 10
dias, acidificadas a pH entre 3-4 e mantidas sob refrigeracdo (temperatura de
aproximadamente 4° C ). Durante o més foram coletadas 3 amostras simples sendo
que ao final de cada més estas foram misturadas originando uma amostra composta
(aproximadamente 100L). Apds obtencao da amostra composta foi feita a extracao
das substancias humicas aquaticas, conforme procedimento descrito no item Il1-6
pagina 30.

lll.4 - Caracterizacao das amostras de agua

As amostras foram caracterizadas fisico-quimicamente por determinagdo de

pH, condutividade e temperatura.

lIL.5 - Purificacao da resina XAD 8

A resina macroporosa XAD 8 utilizada para a extracdo das SHA foi
previamente purificada por bateladas sucessivas com solucdes de acido cloridrico
0,50 mol L™, hidréxido de sodio 0,50 mol L' e metanol, respectivamente (24 horas

cada batelada).

Ill.6 - Extracao das substancias humicas

Apéds coleta, as amostras compostas foram filtradas em membrana de 0,45
um e acidificadas a pH 3,0 com solugéo de &cido cloridrico 1,0 mol L™.

A seguir, por gravidade, as amostras foram percoladas através de coluna de
vidro (2 cm de didametro interno e 25 cm de altura) contendo resina XAD 8 com fluxo
de 3,8 mL min". XAD 8 é uma resina de base acril-éster macroreticular adequada a
concentragcdo e adsorcdo de substancias humicas aquaticas. Ap6s saturacao,

verificada pelo escurecimento da resina, percolaram-se 10 mL de solugdo de HCI
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0,01 mol L' para a remogao de impurezas, eluindo-se em seguida com solugdo de
NaOH 0,1 mol L, vazdo de 1,2 mL min". O pH da solucdo de SHA foi ajustado para
4,5 —5,0, valor do pH da amostra inicial (Sargentini Jr., 1999).

lll.7 - Purificacao das substéancias humicas

A purificagdo das substancias humicas extraidas foi feita por dialise, na qual as
moléculas do soluto sdo transferidas por difusdo através de uma membrana de
separagao entre uma solugao concentrada e uma solucao diluida. Assim, os sais,
como por exemplo NaCl, e metais livres sdo removidos. Entretanto, metais
originalmente complexados ou fortemente adsorvidos nas substancias humicas nao

sao remobilizados (Sargentini Jr., 1999) (Figura 6).

lll.7.1 - Preparacao das membranas de dialise

As membranas de didlise foram purificadas segundo o procedimento descrito
por Town et. al. (1992). Apos tratamento por 10 minutos com solugdes de NaHCO; 2
% (m/v) e EDTANaz 0,01 mol L, foram lavadas com &gua desionizada a 65 °C e

estocadas a —6 °C.

lll.7.2 - Dialise das substancias humicas

Transferiram-se as amostras de SHA para as membranas de dialise
previamente purificadas e fizeram-se as imersdes destas em béquer contendo agua
desionizada e deixou-se sob agitacdo mecénica por 12 horas (Figura 6).

Apbs este tempo, testou-se a presencga de ions cloreto (CI) com solugédo de
AgNO; e trocou-se a dgua externa até teste negativo para cloretos. Em seguida, as

amostras foram secas a 55 °C em estufa com renovagéo de ar.
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Figura 6 — Sistema utilizado na dialise das substéncias humicas extraidas de amostras de
aguas coletadas na Bacia do Rio Negro—AM.

lll.8 - Liofilizacao dos extratos de SHA

Os extratos aquosos das amostras de SHA foram congelados em banho de

nitrogénio liquido e liofilizados a temperatura de —40°C.

lll.9 — Purificacao da agua

Toda agua utilizada foi previamente destilada e purificada em sistema
desionizador marca Millipore, modelo Milli-Qplus, até apresentar resistividade 18,2
MQ/cm a 25 °C.

ll.10 - Caracterizacoes das amostras de SHA

111.10.1 - Analise elementar

A andlise elementar (C, H, N, O, S) foi feita em equipamento Thermo
Finningan Flash EA1112.

11.10.2 - Espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletrénica

Espectros de ressonancia paramagnética eletrébnica foram obtidos de
amostras de SH secas, utilizando espectrometro Bruker EPR operando na banda-X
e freqiéncia de 9 GHz com detector de temperatura ambiente (RT), poténcia 0,2 mw

(determinada por experimento de saturagéo de poténcia) e amplitude de modulagéo
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1 Gauss. Radicais livres semiquinona foram detectados e quantificados utilizando-se

aproximacéo convencional, intensidade X AH? (Martin-Neto et al., 1998).

11.10.3 - Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os experimentos de RMN *C com polarizagdo cruzada (PC) e rotagdo do
angulo magico (MAS) com amplitude variavel (VA) foram feitos em espectrdmetro
Varian (modelo Unity Inova 400). As amostras foram acondicionadas em um rotor
cilindrico de zircbnia, com 5 mm de diametro (Doty Supersonic), girando a 6 kHz em
um probe Doty Supersonic para provas sdlidas. Os espectros de RMN '°C
VACP/MAS foram obtidos nas seguintes condicdes experimentais: freqiiéncia de
ressonancia de 100.05 MHz para '*C, banda espectral para polarizacdo cruzada de
20 kHz, pulso de preparacao do préton de 3,8 us, tempo de contato de 1 ms, tempo
de aquisicdo de 12,8 ms e tempo de espera para relaxacao de 500 ms. Os valores
de deslocamento quimico foram referenciados ao hexametil benzeno (HMB), o qual
possui linha bem definida em 17,2 8. Foram feitas acumulagbes de sinal que
dependeram da amostra de SHA.

lll.11 - Limpeza da vidraria

A limpeza da vidraria foi feita com vapor de &cido nitrico concentrado,
segundo procedimento proposto por Tschépel (1980). Colocou-se a vidraria com o
fundo para cima em um suporte de vidro acoplado dentro de um béquer de 10 litros,
contendo cerca de 300 mL de acido nitrico concentrado e tampado com vidro de
relogio (Figura 7). Aqueceu-se o béquer em chapa por, no minimo, duas horas e, em
seguida, enxaguaram-se os frascos exaustivamente com agua desionizada. O acido

nitrico foi utilizado de duas a trés vezes e, entdo, descartado.
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Figura 7 — Sistema utilizado na limpeza das vidrarias.

.12 - Digestao das amostras das substdncias humicas e
determinacoes de mercurio

Em 0,20 g de SHA adicionaram-se lentamente e sob agitacdo 5,0 mL de
solucéo de peréxido de hidrogénio (solucao 30 %) para solubilizacdo das SHA. Apés
total dissolucdo da amostra, adicionaram-se lentamente 15,0 mL de solugao
sulfonitrica na propor¢ao 1:1 (v/v), mantendo a solugdo da amostra em banho de
gelo. Aqueceu-se a solugéo durante 1 hora a 70 °C e, apés resfriar & temperatura
ambiente, adicionaram-se 10,0 mL de solucdo de permanganato de potassio 7,5%
(m/v). Ap6s 15 minutos, acrescentaram-se 5,0 mL de solugdo de perssulfato de
potassio 8% (m/v). Agueceram-se as solucdes contendo as amostras de SH por 2
horas a 70°C, deixando-as em repouso por aproximadamente 12 horas. Adicionou-
se solugdo de cloridrato de hidroxilamina (12% m/v) suficiente para reduzir o
permanganato de potassio, observado via descoloragdo da solugéo violeta restante
e logo em seguida fizeram-se as determinacdes de mercurio por espectrometria de
absorcao atbmica com geracao de vapor frio, como adaptado por Rocha et al. (1994)
(Figura 8).
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Figura 8 — Sistema utilizado na determinacdo de mercurio utilizando-se espectroscopia de
absorcao atdbmica com geragao de vapor frio - CVAAS. (Condigdes: solugdo de SnCl, 20%
(m/v) com fluxo de 2,5 mL min™; vazdo do gas carregador (N,) de 0,3 L min™).

I11.13 — Analise multivariada

Os tratamentos dos dados experimentais relativos as correlagdes entre as
caracteristicas estruturais das substancias humicas, indices fluviométricos,
pluviométricos e concentragdes de mercurio foram feitos utilizando-se o software
STATISTICA 6.0.

.14 - Fracionamento das SHA extraidas de amostras
coletadas periodicamente

As substancias humicas extraidas de amostras de agua do Rio Negro-AM
foram fracionadas em sistema de fracionamento sequencial de ultrafiltracao
(SFSUF), como ilustram as Figuras 9 e 10.

De acordo com a Figura 9, quando as fragdes do SFSUF sao aspiradas dos
reservatorios Ri-Rs pela bomba peristéltica (com cinco canais), a pressao do
sistema é controlada com o ajuste dos reguladores de pressao Pi-Ps, conectados

nos respectivos tubos de retorno do material néo filtrado.
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Figura 9 — Esquema do sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltragdo para
substancias humicas extraidas de amostras de &guas coletadas no Rio Negro-AM.
Condicdes: filtros equipados com membranas comerciais (Sartorius), com 50 cm?
M4: 100, M,: 50, Ms: 30, M4: 10 e Ms: 5 kDa; fracbes obtidas e respectivos intervalos
de tamanhos moleculares médios de Fy (>100), F2: (100 - 50), F3: (50 - 30), F4: (30 -
10), Fs: (10 - 5) e Fg: (< 5 kDa); B: bomba peristaltica de 5 canais com tubos de
bombeamento de Tygon®; Rz a Rs (25 mL), R; (250 mL) e Rg (500 mL): reservatérios
de fracoes; Py a Ps: reguladores de pressao; Ma: manémetro; 250 mL de solucéo de
substancias htimicas 1,0 mg mL™" em pH 5,0; fluxo tangencial com vazao de 85 mL
min” em todos os filtros; pressao inicial de 0,2-0,3 bar; fluxo de permeagao através
das membranas 0,8-1,4 mL min™"; limpeza do sistema com 200 mL de agua.

Na Figura 10 é ilustrado um reservatério para coleta das fragdes, construido
em vidro de borossilicato e suas respectivas dimensdes. A solugdo de SH entra pelo
ponto (1) e é aspirada pelo ponto (2), o qual esta conectado a um dos filtros de
membrana (M) do sistema ilustrado na Figura 9, com fluxo no interior do filtro
tangencial sobre a membrana. Essa circulacdo continua evita o entupimento da
membrana e concentra o material ndo filtrado no reservatdério, fracionando o extrato
hamico em diferentes tamanhos moleculares. O reservatério Ry (Figura 9), no qual
concentra a fracdo Fy, € o préprio frasco da solugcdo de SH, a qual esta sendo
fracionada. Por outro lado, Rs € um frasco com cerca de 400 mL para coletar a
fracdo Fe. Esta é composta pelo volume inicial do extrato a ser fracionado, mais
cerca de 200 mL de agua que, apo6s fracionamento da amostra, sdo aspirados

através de todo o SFSUF para limpeza preliminar do sistema e recolhidos em Reg.
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Figura 10 — Reservatdrio com volume interno de 25 mL, para coletas das fra¢cdes durante o
fracionamento dos extratos humicos utilizando-se o sistema de fracionamento seqlencial
por ultrafiltracdo. 1: entrada do filtrado hdmico; 2: aspiragdo do filtrado humico para o
proximo filtro de membrana com fluxo tangencial; 3: retorno para circulagao do material ndo
filtrado no préximo filtro.

lll.15 - Determinacao do carbono organico total (COT)

As determinacdes foram feitas utilizando-se o método de combustao
catalitica, sob atmosfera de oxigénio em equipamento Shimadzu TOC-5000 Analyzer
e subsequente detecgao por infravermelho em Analisador Schimadzu TOC-5000
com limite de deteccéo de (3s) 0,1 mg L™ COT.

ll.16 - Determinacao da capacidade de complexacao da matéria
organica dissolvida e SHA por ions Hg(ll)

Para a determinacao da capacidade de complexacao das fragdes de SHA por
ions Hg(ll), utilizou-se o procedimento analitico proposto por Burba et al. (2001)
ilustrado na Figura 11. Este procedimento baseia-se na utilizagdo de um sistema de
ultrafiltragéo tangencial (Sartorius Ultrasart X) equipado com membrana de celulose
de 1 kDa (Millipore), a qual impede passagem das substancias humicas e dos
complexos SH-Metal com tamanho molecular maior que 1 kDa. Logo, os ions
metalicos livres ndo complexados as SH ou trocados por elas passam pela
membrana (Burba et al. 2001). Antes da adicao da solugao de mercurio, deixou-se o
sistema bombeando por aproximadamente cinco minutos a solugdo de SHA (250
mL) para condicionamento da membrana. A seguir, filtrou-se a primeira aliquota (2
mL), a qual é correspondente ao tempo zero, ou seja, antes da adi¢cdo da solucao de
mercurio. Volumes de 2 mL de uma solucdo 1 mg L™ de Hg(ll) em 1% (v/v) de &cido
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nitrico foram adicionados a solucdo de SHA. Depois de alcancado cada equilibrio,
em 15 min e com agitacdo constante, foram coletadas aliquotas (2 mL) das fracoes
da solugcao contendo ions Hg(ll), isolados pelo procedimento de filtracdo. Nos
filtrados foram adicionadas solugdes de cloreto de bromo para fixar Hg?* e evitar
perdas. Antes da leitura no espectrdmetro de absor¢cdo atémica com geracao de
vapor frio (cerca de 5 min), acrescentou-se solucao de cloridrato de hidroxilamina
(12% (m/v)). Para fixar e quantificar o possivel mercurio reduzido foi utilizado um
frasco contendo permanganato de potassio acoplado ao sistema (Figura 11).

Bomba
peristaltica —

Filtragao com Huxo tangeicial

Adicao da Solugao de g oy | I - e ——— —

Hg(ll)
- T Fitrado
LTTHIE l (2 m1min™")
CVAAS
Solugéo de Solugao(;SeOSnl]-IS
Permangato de
potassio

Figura 11 — Esquema do sistema utilizado para determinagdo da capacidade de
complexagdo das substancias humicas aquéticas extraidas de amostras coletadas
mensalmente no Rio Negro por ions Hg(ll). Condicdes: sistema de ultrafiliragao (Sartorius
Ultrasart X), equipado com membrana de porosidade de 1 kDa e 47 mm de diametro
(cellulose, Gelman Pall-Filtron OMEGA). pH da solugcao de SHA ou MOD 6,0; Solugéo de
permanganato de potassio: 0,024 % (m/v), em solugdo de acido sulfdrico, 4 % (v/v).

lll.17 - Espectroscopia na regiao do infravermelho

As amostras das fragdes humicas aquaticas foram preparadas misturando 1
uL das fragcdes (pH 5,00 com 500 mg de KBr. Os espectros na regido do
infravermelho foram obtidos usando Espectrobmetro Nicolet modelo Nexus 670,
equipado com acessoério Smart Collector para analise por reflectancia difusa (DRIFT).
O instrumento teve uma resolugdo espectral de 16 cm™ e foram coletados com 200

scans.
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I11.18 - Descarte de residuos

Os residuos foram armazenados em galdes plasticos, rotulados, adicionado
hidréxido de s6dio em lentilhas, até pH superior a 10 e semanalmente enviados a
Comisséo de Seguranca do IQ — Araraquara - UNESP, a qual € responsavel pela
destinagéao final dos residuos gerados nesta unidade.

IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 — Analise exploratoria de dados para amostras de SHA

A regido da Bacia do Rio Negro-AM é influenciada por regime de cheias e
vazantes, como verifica-se pelos dados de indices fluviométricos (Tabela 2). As
medidas feitas entre Margo/02 e Fevereiro/03 mostraram que os niveis mais baixos
das aguas ocorreram entre Outubro e Novembro (entre 18,67 m e 19,69 m) e os
mais altos entre Junho e Julho (28,7 m) (Tabela 2). Com os periodos de enchentes,
as aguas do Rio Negro alagam as florestas, varzeas e igarapés. A partir de Junho,
iniciam-se as vazantes retirando as aguas da floresta e no periodo de seca, entre
Outubro e Fevereiro, 0s igarapés permanecem em seus pequenos canais. O baixo
valor de pH nas aguas dos tributarios do Rio Negro é devido ao grande aporte de
substancias humicas oriundas de extensivas areas de solos podzois hidromorficos,
na porgdo superior da bacia. Os valores de condutividade (uS cm™) das chamadas
“aguas pretas” indicam baixo teor de ions livres em solugdo, devido a elevada
concentragdo de matéria organica, isto € devido principalmente a capacidade de

complexacao da matéria organica presente nas aguas.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de aguas coletadas mensalmente
na Bacia do Rio Negro-AM, de acordo com a Figura 5.

indice indice

Més de coleta pluviométrico fluviométrico pH Tgrg;a ’ ( C;o:r::1)
(mm)* (m)* -
Margo/2002 310 243 4,5 29 13
Abril/2002 290 26,1 4,5 26 12
Maio/2002 260 27,6 4,5 25 13
Junho/2002 100 28,7 45 35 10
Julho/2002 90 28,7 45 32 9
Agosto/2002 60 27,3 4,5 34 11
Setembro/2002 80 24,8 5,0 32 10
Outubro/2002 110 19,7 5,0 34 11
Novembro/2002 180 18,6 4,5 33 11
Dezembro/2002 210 20,9 4.4 33 11
Janeiro/2003 260 22,1 4,7 31 13
Fevereiro/2003 290 22,3 4.8 31 12
*Fonte: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia - INPA
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Figura 12 — Média anual dos niveis de agua do Rio Negro-AM (Fonte: Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia — INPA).

Inundacdes sazonais regulares causam o aumento do nivel do rio de 8-10m
(Julho/02, nivel mais alto) em relagdao ao nivel mais baixo (Novembro/02) conforme
Figura 12.

As razdes atébmicas H/C, C/N, C/O obtidas pela andlise elementar (Tabela 3)
tém sido utilizadas para auxiliar na caracterizacdo de SH e a comparagdo com
resultados das SH de diferentes matrizes pode indicar o grau de similaridade entre

elas (Sargentini Jr. et al., 2001). Utilizando essas razdes, Leenheer (1980) e Ertel
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(1986) verificaram semelhanca estrutural das SHA em comparacdao com SH de
amostras de solo da regido central da Bacia Amazoénica, indicando que as SHA dos
rios de aguas pretas sao originarias de solos do tipo podzéis.

As razdes atomicas H/C e C/N fornecem indicativos sobre estruturas e formas
moleculares das substancias humicas (Stelink, 1985). O teor de hidrogénio esta
relacionado com o grau de saturacdo, ou seja, um aumento no teor de hidrogénio
indica maior numero de carbonos alifaticos (CHz) que aromaticos (C=C) (Traina,
1990). Os valores das razdes atdmicas H/C para as amostras de SHA variaram entre
1,17 e 1,33 (Tabela 3). Esses valores estdo proximos aos citados pela literatura em
trabalhos afins (Tabela 4). As amostras indicaram carbonos de caracteristicas
alifiticas em comparacdo com os dados de Leenheer (1980) e Ertel (1986).
Entretanto, em relacdo aos dados obtidos por Sargentini Jr. (1999), que caracterizou
substancias humicas aqudticas extraidas de amostras coletadas no Rio Negro no
periodo de Fevereiro a Setembro de 1998, as amostras sao formadas por

mondmeros de carater aromatico.

Tabela 3 — Valores das razdes atdmicas (H/C, C/N e C/O) e da concentragdo de spins
(concentragao de radicais livres organicos) de substancias humicas aquaticas extraidas de
amostras de agua coletadas mensalmente no Rio Negro-AM.

Concentracao de spins
(por g de C) x 10"

N Razoes atomicas
Més de coleta a

H/C CIN c/0
Margo/2002 1,240,28 26,5 +1,8 1,440,3 1,61 40,03
Abril/2002 1,2+0,1 24,8 1,6 1,6 0,5 1,05 0,03
Maio/2002 1,3 40,1 27,4 +2,2 1,640,2 1,54 £0,05
Junho/2002 1,240,2 26,2 +1,9 1,6 0,7 1,14 0,04
Julho/2002 1,2+0,3 23,6 £1,3 1,8 10,1 0,78 £0,02
Agosto/2002 1,320,2 21,8 +1,0 1,820,8 0,49 0,01
Setembro/2002 43 10,2 21,0 0,9 1,810,9 0,84 +0,02
Outubro/2002 1,3 40,1 20,7 +2,1 1,7 40,5 0,82 0,02
Novembro/2002 13 40,2 24,4 11,8 1,6 £0,7 1,89 £0,03
Dezembro/2002 43 +0,1 24,8 1,6 1,6 0,9 1,60 £0,02
Janeiro/2003 1,2 40,3 17,1 40,5 2,240,5 2,81 0,04
Fevereiro/2003 13 +0,1 23,940,7 1,9 40,1 1,43 £0,02

2% Desvio médio
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Tabela 4 — Razées atdmicas (H/C, C/N e C/O) para diferentes amostras de matéria organica
e substancias humicas extraidas de amostras coletadas na Bacia Amazonica, de acordo
com a literatura.

Amostras Razbes atémicas Referéncias
H/C C/N C/O
SHA (Rio Negro) 1,18 33,3 142 Leenheer, 1980
SHA (Rio Negro) 1,70 25,6 1,60  Sargentini Jr., 1999
AH (Rio Negro) 1,47 24,7 0,98 Sargentini Jr., 1999
AF (Rio Negro) 1,52 24,7 0,97  Sargentini Jr., 1999
AH (Rio Negro) 0,79 58,1 nd Ertel et al., 1986
AF (Rio Negro) 0,95 85,0 nd Ertel et al, 1986
MOD (Rio Negro) nd 25,0 nd McClain et al., 1997
MO particulas > 63 um (Rio Amazonas) nd 24,0 nd Hedges et al., 2000
MO particulas (0,1 — 63 um) (Rio Amazonas) nd 15,0 nd Hedges et al., 2000
MOD (0,001-0,1 um) (Rio Amazonas) nd 34,0 nd Hedges et al., 2000

nd — nao disponivel; SHA — Substancias humicas aquaticas; AH — Acidos humicos; AF — Acidos fulvicos; MOD —
Matéria organica dissolvida; MO — Matéria organica.

A razédo atbmica O/C esta relacionada com os teores de carboidratos das
substancias humicas. Elevados valores dessa razdo indicam maior grau de
humificacdo devido a diminuicdo nos teores de carboidratos (Stevenson, 1994).
Valores de O/C podem representar também maior presenca de grupos COOH e OH
(aromatico e alifatico). Pelos resultados obtidos, observa-se que as razdes atdbmicas
C/O variaram entre 1,32 a 2,20, inferindo diferengas no grau de humificacdo das
SHA.

Os radicais livres organicos (RLO) em SH, detectavel por ressonancia
paramagnética eletrénica, sao atribuidos a semiquinonas, possivelmente conjugadas
a anéis aromaticos, sendo estes grupos formados na MO pela desidrogenacao
oxidativa de compostos fendlicos (Riffaldi & Schnitzer, 1972; Stevenson, 1994). E
uma hipétese, pois ndo ha ainda consenso sobre a origem exata do sinal de radical
livre em SH (Senesi, 1990; Cheshire & McPhail, 1996).

De acordo com a literatura, quanto maior concentracdo de RLO, maior a
humificagdo das substancias humicas (Senesi, 1990; Martin-Neto et al., 1998; Olk et
al., 2000; Novotny & Martin-Neto, 2002; Pajaczkowska et al., 2003). Normalmente, a
maior humificagdo estd relacionada a formagdo de compostos mais aromaticos

(Kégel-Knaber et al,, 1991; Leinweber et al, 1993). Assim, a determinacdo da
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concentragdo de RLO fornece uma estimativa indireta do grau de aromaticidade das
SH e a Tabela 2 indica que os valores da concentracdo de RLO variaram de 0,49
10" a 2,81 10" spins por g de C, amostras 6 (Agosto/02) e 11 (Janeiro/03). Estes
valores minimo e maximo indicam uma substancial variagdo na concentragdao de
RLO das SHA analisadas. Contudo, estdo abaixo dos valores normalmente
encontrados para acidos humicos (AH) de solo. Martin-Neto e colaboradores,
estudando amostras de acidos humicos extraidos de superficies de solos coletados
na regido dos Pampas, Argentina (Regido de clima temperado), determinaram
valores de concentracdo de spins variando de 0,84 a 2,40 10'® spins por g de C.
Rosa et al. (2005) observaram 0,10 a 7,55 10'® spins por g de C para amostras de
substancias humicas extraidas de solos coletados na Bacia do Médio Rio Negro-AM,
regido de clima Tropical.

Os resultados de RMN'3C indicaram diferencas significativas nos teores de
grupos funcionais presentes nas amostras de SHA (Tabela 5). As amostras mais
alifaticas foram as extraidas de amostras de aguas coletadas nos meses de
Margo/02; Abril/02 e Maio/02; e as mais aromaticas as de Outubro/02, Novembro/02;
Dezembro/02; Janeiro/03 e Fevereiro/03, podendo-se inferir maior grau de
humificagdo nestas amostras.

Rocha et al. (1999), investigando substancias humicas aquaticas extraidas de
amostras coletadas no Rio Negro-AM por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio um e carbono treze, observaram a presencga de alta aromaticidade com
pouca substituicdo, pequena quantidade de carbono carboxilico e razdo 1:1 de
grupos alifaticos/aromaticos. Estas apresentaram maior aromaticidade que as

amostras destes estudos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Porcentagens dos diferentes tipos de carbono presentes nas substancias humicas
aquaticas extraidas de amostras de dgua coletadas mensalmente no Rio Negro-AM.

Atribuicdes do tipo de *C (%) / deslocamento quimico (3)

Més de colet C Alquil aromcético C C
és de coleta : i
Metoxil e O alquil e carboxilico carbonilico

N-alquil  (65-110) ¢ fonglico  (165-185)  (185-230)

(0-65) (110-165)
Margo/2002 53,1 171 9,3 9,6 10,9
Abril/2002 56.8 16,1 7.5 10,6 8,9
Maio/2002 65,1 5,6 9,1 10,3 9,8
Junho/2002 50,5 21,8 8,5 10,1 9,1
Julho/2002 47.9 243 9,2 9,3 9,3
Agosto/2002 47,5 23,9 8,7 10,4 9,5
Setembro/2002 47,5 23,2 11,2 10,0 8,1
Outubro/2002 36,8 29,2 18,9 9,7 5,3
Novembro/2002 36,6 29.4 18,5 10,2 5,3
Dezembro/2002 36,9 28,7 19,8 10,1 4,5
Janeiro/2003 37,1 28,8 19,8 9,6 4.6
Fevereiro/2003 36,9 29,7 18,2 10,3 4,9
(Rocha et al,
1999) 33,00 17,00 35,00 12,00 3,00

A Tabela 6 a seguir lista as concentragdes médias de mercurio determinadas nas amostras de SHA.

Tabela 6 — Concentracdes médias de merclrio presentes nas substancias himicas
aquéticas extraidas de amostras de agua coletadas mensalmente no Rio Negro-AM.

Amostras

de SH Concentracido de Hg (ug g™)

Margo/2002 8,24
Abril/2002 8,64
Maio/2002 9,44
Junho/2002 7,30
Julho/2002 6,70
Agosto/2002 6,90
Setembro/2002 7,11

Outubro/2002 7,20
Novembro/2002 25,70
Dezembro/2002 35,32
Janeiro/2003 46,12
Fevereiro/2003 39,63

( Determinacbes feitas em duplicata)
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As concentragdes de merclrio variaram entre 6,70-46,12 pg g™, indicando
diferencas significativas nos teores de mercurio, presentes nas amostras de SHA
coletadas mensalmente na Bacia do Rio Negro-AM. Para correlacionar os resultados
obtidos dessas concentragbes com a sazonalidade (Tabela 2) e com as
caracteristicas estruturais das SHA (radicais livres semiquinonas (RLS), razdes
atébmicas C/H, C/N, C/O; Tabela 3 e grupos funcionais — Tabela 5), foram utilizadas
as técnicas de analise exploratoria AHA (andlise hierarquica de agrupamento) e ACP
(andlise de componentes principais).

As técnicas de andlise exploratoria utilizadas tém como objetivo separar
agrupamentos naturais das amostras a partir de suas similaridades, em estrutura
hierarquica de sistemas de grupos e subgrupos, dependendo do grau de
similaridade entre elas (Hair et al., 1995).

Na AHA, as estruturas hierarquicas sdo organizadas na forma de graficos
bidimensionais chamados dendogramas, nos quais € possivel observar as
correlagdes e similaridades entre as amostras (Ribeiro, 2001).

Os métodos estatisticos de analise exploratéria, andlise hierarquica de
agrupamentos (AHA) e anélise de componente principal (ACP) foram utilizados para
interpretacdo dos dados experimentais gerados a partir das diferentes
determinagbes utilizando o software STATISTICA 6.0. A andlise hierarquica de
cluster (Figura 13) mostrou a formacao de 3 grupos principais: (a) razao atémica
H/C, carbono alifatico, carbono de carbonila e fluviometria; (b) C/N, derivados de
acidos carboxilicos, RLO e pluviometria; (c) C/O, pH, éter, aromatico, fendlico e

concentragao de mercurio.
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Figura 13 — Dendograma para as determinacgées feitas nas substancias humicas aquaticas
extraidas de amostras de agua coletadas mensalmente no Rio Negro-AM: razdes atdmicas
C/H, C/N, C/O; grupos funcionais a partir dos dados de RMN'®C, radicais livres tipo
semiquinona (obtidos a partir dos dados de EPR), concentragbes de mercurio e parametros
sazonais.

O grupo (a) indica que quanto maior o nivel do rio, maior a alifaticidade das
SHA e, portanto, maior razdo atébmica H/C. Assim, as SHA extraidas no periodo
onde o indice fluviométrico é maior, o grau de humificagdo dessas SHA € menor. O
grupo (b) mostra a relagéo direta entre razdo atdémica C/N, RLO, pluviometria e
grupos carboxilicos. Estes parametros estao interligados pelo grau de humificacao.
Martin-Neto et al. (1998) encontraram significativa correlacdo linear positiva com a
concentracao de RLO e o indice pluviométrico. De acordo com Stevenson (1994),
quanto maior as razdes atdbmicas C/N, maior o grau de humificacdo das SH. A
presenga dos grupos carboxilicos nesse cluster provavelmente é devida a esses
grupos serem os mais oxidados e, portanto relacionados com a MO mais refrataria.
O grupo (c) indica que quanto maior a razdo atbmica C/O maior a aromaticidade
dessas substancias humicas. Stevenson (1994) descreveu a relagcao entre razdes
atémicas C/H, C/N e C/O e o grau de humificacdo das substancias humicas. Quanto
maior essas razdes, maior € o grau de humificagdo e maior a aromaticidade das SH.
De acordo com as analises estatisticas (grupo c), as concentragées de mercurio
também estdo relacionadas com as razbes atémicas C/O, grupos aromaticos, ou
seja, parametros que sugerem maior grau de humificacdo das SH. Assim, as

maiores concentragées de mercurio estdo presentes nas amostras mais humificadas
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de SHA. Devido ao efeito tampado das SH, o pH das &guas nao varia
significativamente conforme observado na Tabela 2, e assim, ndo esta relacionado
com os parametros de fluviometria (Grupo a) e pluviometria (Grupo b).

A andlise de componentes principais € uma técnica estatistica multivariada
qgue objetiva reduzir a dimensao dos dados originais, facilitando a interpretacao das
informacées em menor nimero de fatores ou componentes principais (CPs)
(Haswell, 1992).

Geralmente a escolha do numero de CPs deve permitir a descricdo do
sistema com um nuamero minimo de fatores, os quais representem a variagao
maxima, evitando informacdes desnecessarias. Entretanto, isto nao significa que o
nuamero de variaveis originais utilizadas para descrever o sistema sera menor. Todas
as variaveis originais serdo utilizadas, a diferenga € que serdo escolhidas as

combinacbes dessas variaveis que melhor descrevam o conjunto com o maximo de

variagdo, sem introduzir ruido ou informacdes irrelevantes (Haswell, 1992).

7 56,94%

Auto-valores

,05% ,03% ,0% #12

-2 0 2 4 6 8 10 12 14

CP
Figura 14 — Autovalores e suas porcentagens obtidas pelas componentes calculadas a
partir das determinagdes feitas nas amostras de substancias humicas aquaticas extraidas
de amostras de agua coletadas mensalmente no Rio Negro-AM: razdes atbmicas (C/H, C/N,
C/0), grupos funcionais, radicais livres do tipo semiquinona, concentragcdes de mercurio e
parametros sazonais.

A CP; descreve 56,94 % da variancia total dos dados, o que é insuficiente,
pois a variancia residual ainda € muito grande. A CP e CP» juntas descrevem 74,00
%. A CP3 descreve 8,85 % o0 que aumentaria para 82,85% de variancia total descrita.
Embora haja um aumento na varidncia total dos dados, a quantidade de informacao
descrita pela CP3 (assim como as CPs subsequentes) é relativamente pequena e
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sua inclusao poderia estar inserindo um residuo desnecessario a descricdo dos
dados. Além disto, segundo Hair ef al., (1995) para um grupo com menos de 50
amostras, s6 autovalores acima de 1,0 podem ser explicados com certeza. Assim,
consideram-se as duas primeiras CPs como suficientes (Figura 14).

Os pesos das varidveis mostram quais variaveis originais tém maior
importancia na combinacéao linear de cada CP (Ribeiro, 2001). Essas informagdes
possibilitam saber, por exemplo, quais variaveis contribuem para a descricdo do
conjunto de amostras. A projecdo de cada amostra no eixo das CPs fornece os
escores, cada amostra tera entdo um valor de escore para cada um dos novos
componentes indicando sua contribuicdo naquela CP. Tanto os valores dos pesos
das variaveis quanto dos escores estao ilustrados em graficos em fungédo das CPs
(Figura 15a e 15b).
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Figuras 15a e 15b — Pesos das variaveis e escores das substancias himicas aquaticas
extraidas de amostras de agua coletadas mensalmente no Rio Negro-AM nas componentes
principais 1 e 2 obtidas a partir das determinacdes das razdes atdmicas, grupos funcionais,
radicais livres do tipo semiquinona, concentragbes de mercurio e parametros sazonais.

Na Figura 15a observa-se na CP4, a qual explica 56,94 % da variancia total
dos dados, pesos positivos das variaveis fluviometria, carbonilicos, alifaticos, C/N,
carboxilicos, H/C e negativos das varidveis, fenolicos, aromaticos, concentragdes de

mercurio, C/O e éteres.
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As variaveis com pesos positivos em CP; estdo relacionadas com SHA,
contendo maior teor de acidos fulvicos. Isto pode ser observado devido aos
parametros indice fluviométrico, grupos alifaticos, carbonilicos e carboxilicos com
elevados valores positivos nesta componente principal. As variaveis com pesos
negativos na CP; estéo relacionadas com amostras contendo maior teor de 4cidos
humicos (presenca de grupos fendlicos, aromaticos). Quando o indice fluviométrico é
alto (periodo de cheia), ocorre principalmente aporte de MO formada mais
recentemente. Assim, as amostras com valores positivos nessa CP possuem menor
grau de humificagéo.

Devido aos parametros concentracdo de RLO, concentracdo de mercurio e
indice pluviométrico serem varidveis de pesos negativos e com forte influéncia na
CP., observa-se que esta CP esta relacionada com o grau de humificacdo das SH.
O processo de lixiviacao de MO para o sistema aquatico causado pela chuva é
evidenciado nesta CP. Neste caso, trata-se de drenagem mais lenta, ocorrendo
arraste de SH em estagio de decomposi¢cdo mais avangado. As amostras com
valores negativos na CP, tém maior grau de humificacdo e, como descrito no
paragrafo anterior, as amostras com valores negativos na CPy também possuem
maior grau de humificacdo (Figura 15b). Logo, amostras com valores negativos nas
duas CPs possuem maior grau de humificacdo. Em resumo, analisando
conjuntamente os graficos da Figura 15a e 15b, pode-se estabelecer a seguinte
ordem decrescente de humificacdo das SHA em fungcdo da sazonalidade:
Novembro/2002 a Fevereiro/2003 > Margo/2002 a Maio/2002 > Junho/02 a
Outubro/02.

As andlises estatisticas mostraram que as amostras mais humificadas
possuem os maiores teores de mercurio, e os grupos fendlicos, aromaticos e éteres,
foram predominantes na interagdo com mercurio. De acordo com Sargentini Jr. et al.,
(2001), o complexo metal-MO tende a se estabilizar em fungéo do tempo, ocorrendo
rearranjos inter e/ou intramoleculares, com transferéncia da espécie metélica para os
sitios de complexagdo mais internos das estruturas humicas. Assim, os resultados
obtidos mostram que as amostras mais humificadas possuem maiores teores de
grupos fenodlicos/aromaticos/éteres e também maior concentragdo de mercurio.

Como mostrado anteriormente na pagina 50 dos resultados e discusséo, as
SHA extraidas de amostras coletadas periodicamente na Bacia do Rio Negro-AM
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foram classificadas de acordo com o grau de humificacdo, separando-se em 3
principais grupos:

- Novembro/02-Fevereiro/03 (maior grau de humificagéo)

- Margo/02-Maio/02 (grau de humificacao intermediario)

-Junho/02-Outubro/02 (menor grau de humificagéo).

Para evitar um grande numero de experimentos devido ao fracionamento em
seis diferentes fracbes de cada amostra, nos estudos feitos neste capitulo foram

utilizadas uma amostra de SHA de cada um dos trés grupos.

IV.2 - Distribuicao de carbono e determinacao da capacidade
de complexacao em funcao do tamanho molecular.

De acordo com Thurman (1985), 50% do carbono organico dissolvido é
composto por acidos falvicos e humicos aquaticos, sendo as substancias humicas
aqudticas geralmente constituidas de 90% de acidos fulvicos e 10% de acidos

humicos (Figura 16).
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Figura 16 — Histograma do carbono orgénico dissolvido para agua do rio (Thurman, 1985).

Na Figura 17 observa-se a distribuicdo de carbono e as capacidades
complexantes das fracoes de diferentes tamanhos moleculares de substancias
humicas aquaticas extraidas de amostras coletadas no Rio Negro-AM. Para as
fracdes de SHA da amostra de Margo/02, observa-se que aproximadamente 65% do
teor de carbono esta igualmente distribuido entre as fracdes Fy e Fs (Figura 16).

Para as fracoes de SHA extraidas de amostras coletadas em Julho/02
observa-se que F; (>100 kDa) é a fragdo com maior teor de carbono, e de F, a Fs
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ocorre diminuicao nos teores. A somatoria dos teores de carbono determinados em
Fi, Fo e F3 para esta amostra é aproximadamente 78% (Figura 17), indicando que a
maior distribuicdo de carbono esta nas primeiras fragées. De acordo com Guetzloff e
Rice (1996), o &cido humico e o &cido fulvico isolados de um mesmo ambiente sdo
constituidos por moléculas com tamanhos distintos. O acido humico é constituido de
moléculas maiores, enquanto que o fulvico de moléculas menores, como mostra
também o intervalo dos tamanhos de particulas aquosas (Figura 18). Assim, pode-se
inferir que a amostra de Julho/02 é formada preferencialmente por moléculas
maiores, acidos humicos e como as substancias humicas aquaticas geralmente sao
constituidas 90% de acidos fulvicos e 10% de acidos humicos, as SHA deste periodo
possuem grande influéncia da matéria orgénica de solos, corroborando com os
dados de indice fluviométrico para este periodo onde o nivel do rio € elevado
(Tabela 3 pagina 28) e ainda que, em geral, substancias humicas extraidas de rios e
riachos sao de origem al6ctone, provenientes da matéria organica de solos e plantas
(Thurman, 1985).

Ainda na Figura 17 observa-se que para as SH extraida de amostra de agua
coletada em Dezembro/02 a Fragdo 6 (Fs) possui aproximadamente 75% da
distribuicdo do carbono, mostrando que esta amostra € constituida

preferencialmente por moléculas menores.
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Figura 17 — Distribuicdo do teor de carbono e capacidade de complexacdo das fragdes
humicas de diferentes tamanhos moleculares por ions Hg(ll) extraidas de amostras de agua
coletadas em Margo/02, Julho/02 e Dezembro/02 no Rio Negro-AM e fracionadas por
sistema de ultrafiltracdo sequencial em multiplos estagios e fluxo tangencial.
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Figura 18 — Intervalos dos tamanhos moleculares de particulas aquosas (Thurman, 1985).

Pela distribuicdo de carbono nas diferentes fracdes obtidas por fracionamento
sequencial, fica evidente a influéncia sazonal nas fracées de substancias humicas
aquaticas.

De acordo com os resultados obtidos, a amostra de substancias humicas
aquaticas de Dezembro/02 possui elevado grau de humificacdo e, pelo
fracionamento fisico, é constituida principalmente por moléculas menores. Assim, de
acordo com esses resultados, pode-se inferir que as amostras mais humificadas

(Dezembro/02) sdo constituidas por moléculas menores, nestes estudos.
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Figura 19 — Espectros na regido do infravermelho para as fragdes de substancias himicas
aquaticas de diferentes tamanhos moleculares, extraidas de amostras de agua coletadas
em Dezembro/02 no Rio Negro-AM, utilizando-se sistema de ultrafiliragdo sequencial em
multiplos estagios e fluxo tangencial. Condigées: 250 mL de SHA 1 mg mL™; pH 5,0; fracdes
Fi:>100; F,: 50-100; F3: 30-50; F4: 10-30; F5: 5-10; Fg <5 kDa.

A Figura 19 mostra espectros na regido do infravermelho das fracbes humicas
de substancias humicas aquéticas de diferentes tamanhos moleculares, extraidas de
amostras de agua coletadas em Dezembro/02 no Rio Negro-AM e obtidas pelo
sistema de ultrafiltragdo sequencial em multiplos estagios e fluxo tangencial.

As principais bandas de absor¢do nos espectros das fragbes humicas estao
associadas a:

1) Estiramento OH na regido de 3500 - 3300 cm’' referentes aos
estiramentos OH de &lcoois, fendis e &cidos carboxilicos ou estiramentos NH
de aminas;

2) Presenca de anéis aromaticos pode ser verificada em razdo do estiramento
CH de aromaticos acima de 3000 cm™', banda na regido de 1600 cm™, referente
ao estiramento C=C de arométicos;

3) Banda de absorgdo em 1600 cm™ é devido a estiramento C=0 de
grupos carbonilicos ou carboxilicos conjugados.

Todas as fracbes mostraram semelhantes espectros na regido do
infravermelho, com bandas mais nitidas nas fragdes Fs e Fe.

IV.3 - Determinacao da capacidade de complexacao da matéria
organica dissolvida e SHA por ions Hg(ll)

O rendimento da extracdo das substancias humicas aquaticas é relativamente
baixo (cerca de 100 L de amostra para obter =1,5 g de SHA). Para evitar consumo
desnecessario de amostra, as condicoes experimentais para determinacdo da
capacidade de complexacdo da matéria organica por ions mercurio foram
estabelecidas primeiramente utilizando matéria orgéanica dissolvida (MOD) do Rio
Negro, e posteriormente utilizaram-se as amostras de SHA extraidas e fracionadas.
Para tal, concentrou-se agua do Rio Negro em evaporador rotativo e fizeram-se
experimentos com diferentes concentragées de MOD (2, 10, 30 e 80 mg L' de

carbono orgénico total - COT).
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A capacidade de complexacdo das SH é convencionalmente expressa em
mmol de metal por grama de COT (Carbono Orgéanico Total) e caracteriza a maxima
guantidade de metais, que podem ser complexados as SH em solugdo aquosa.
Assim, trata-se de um importante parametro de qualidade ambiental, pois devido a
esta capacidade das SH, a disponibilidade de vérias espécies para participar de
reagdes no ambiente, incluindo metais, € minimizada. Entretanto, na literatura ha
poucos trabalhos referentes a determinacao da capacidade de complexacao de SHA
por ions Hg(ll). Cheam e Gamble (1974) e Yin et al. (1997) determinaram a
capacidade complexante de SH extraidas de amostras de solos por ions mercurio
utilizando eletrodo ion seletivo de iodo. Para SHA, ha alguns trabalhos na literatura
gue determinam a constante de estabilidade condicional das SHA por ions mercurio,
contudo ndo apresentam o resultado para a sua capacidade complexante (Benoit et
al., 2001; Haitzer et al., 2002; Drexel, 2002). Também, na literatura ndo ha trabalhos
determinando a capacidade complexante de SHA por ions Hg(ll) utilizando a técnica
de ultrafiltracdo. A ultrafiltragdo apresenta-se como um procedimento interessante,
simples e aplicAvel a amostras reais, e vém sendo utilizado para determinar a
capacidade complexante de SH por ions Cu(ll) (Roméao et al., 2003; Burba et al.,
2001).

O procedimento de ultrafiltracdo para especiacdo de metais baseia-se na
separagao da matéria organica e/ou SH das espécies metdlicas livres/complexadas
pela filtragdo em membrana de 1 kDa. Como as SH apresentam tamanhos
moleculares maiores, estas séo retidas pela membrana, enquanto que os metais
livres e aqueles complexados por moléculas com tamanhos moleculares menores
que a porosidade da membrana sao filtrados.

A concentracdo de Hg(ll) é determinada no filtrado, assumindo que os metais
nao complexados pelas SH sdo separados das espécies SH-Hg (as quais nao
passam pela membrana de 1 kDa), coletados nos filtrados e determinados, por
exemplo, pela andlise de espectrometria de absor¢ao atbmica com geragéo de vapor
de mercurio a frio (CVAAS).

Na Figura 20 estd exemplificada uma curva tipica da capacidade complexante
das SH por ions metélicos em que a capacidade complexante é determinada pela
interseccao das duas retas, sendo que o valor determinado é dividido pelo teor de
carbono da amostra (Romao, et al. 2003).
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Figura 20 — Curva tipica para determinacdo da capacidade de complexacdo da matéria
organica por ions Hg(ll) (Condigbes: Temperatura = 25° C, pH: 5-6).

Tabela 7 - Capacidade de complexacao (CC) da matéria organica dissolvida em diferentes
concentragdes por ions Hg(ll) (Temperatura = 25°C, pH: 5 — 6)

Concentracéo de carbono da amostra Capacidade complexante (mmol de Hg(ll)

(mg L") g’ de Carbono)
2 4,15 10,08
10 0,64 £ 0,03
30 0,30 £ 0,04
80 0,20 £ 0,05

Os resultados das capacidades complexantes da MOD para as diferentes
concentragdes de ions Hg estao listados na Tabela 7. Os resultados indicam que a
capacidade complexante da MOD por ions mercurio € inversamente proporcional a
concentragdo de carbono. Isso muito provavelmente estd relacionado com a
disponibilidade dos sitios para complexacdo, ou seja, considerando o modelo
supramolecular proposto por Piccolo (2001), onde as macromoléculas humicas
seriam formadas por agregados de pequenas moléculas ou micelas, durante a pré-
concentragdo da MOD ocorrem rearranjos moleculares em sua estrutura, e devido a
impedimentos estéricos os sitios preferenciais para complexacdo com ions mercurio
(sitios reduzidos de enxofre) podem ficar menos disponiveis para complexagao
(Sargentini Jr, et al. 2001).
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Nestes ensaios preliminares, observou-se que com COT de 2,0 mg L
ocorreu reducdo dos ions Hg(ll) adicionados (Figura 21). Rocha et al. (2000)
estudaram a redugdo de mercuario i6nico por substancias humicas aquaticas
extraidas de amostras de aguas também do Rio Negro-AM. A reducédo dos ions
Hg(ll) em funcdo do tempo mostrou que aproximadamente 40% dos ions Hg(ll),
adicionados as substancias humicas aquaticas, foram reduzidos, e o restante
provavelmente complexados por grupamentos presentes na estruturas das SHA. Ou
seja, de acordo com esses autores, existe competicdo entre o0s processos de
complexagédo, principalmente por grupamentos tiofendlicos (Xia et al., 1999; Rocha
et al., 1998) e reducéao dos ions Hg(ll) pela matéria organica (Allard e Arsenie, 1991).
Rocha et al. (2000) verificaram também que a concentragdo de SHA é um
importante parametro na reducdo de ions Hg(ll), pois segundo estes autores, a

-

eficiéncia da reducao de ions Hg(ll) por substancias humicas aquaticas

inversamente proporcional a concentracdo de SHA, e o0 processo de reducao

N

favorecido em fungcdo da menor concentracao de carbono.

0,010 = 0,010
B CCdaMOD (COT=2mgL ) por Hg(ll) -

_ 0 Mercrio reduzido -
- o
S 0,008 - 0,008 E
S =
S o)
-~ ie)
2 3
S 0,006 |- - - 0,006 3
=) o
T o
(0] ] I
T 0,004 | 40,004 ©
3 - °
% | | xc&
= n

£ 0 o
@ 0,002 | o 40,002 £
e n o ° ° 3
<) u 3]
O - ] [m] O 8

ooook ®= 8 D 4 0,000
N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

Concentracdo de Hg adicionada / mmol L

Figura 21 — Reducao de Hg (ll) e capacidade de complexacdo da matéria organica
dissolvida por ions Hg(ll) de amostras de agua coletadas na Bacia do Rio Negro—AM, com
COT de aproximadamente 2 mg L™, pH: 5,0-6,0, temperatura: 25°C.

Para determinar a capacidade complexante nas fracbes de SHA, foi
necessario trabalhar com a menor quantidade de carbono possivel. Considerando
que sdo amostras coletadas em diferentes periodos e que, neste trabalho, tem-se
caracterizado influéncias da sazonalidade nas caracteristicas estruturais das SHA,

durante o procedimento de fracionamento, o volume obtido nas diferentes fragbes foi
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variavel entre amostras e entre fragdes. Assim, a partir destes testes preliminares, a
capacidade complexante das substancias humicas aquaticas por ions Hg(ll) nas
fracdes de substancias humicas aquéticas foram determinadas em COT = 10,0 mg
L™, pois a reducdo da MOD ndo foi detectada pelo equipamento CVAAS, e o
interesse maior neste trabalho é verificar a complexacao do metal pelas substancias
hamicas. Mesmo assim, na determinacao das capacidades de complexac¢ao por ions
Hg(ll), a possivel reducao de ions Hg(ll) foi monitorada pelo trapp contento solugao
de permanganato de potassio (Figura 11 item II1.6).

A Tabela 8 lista as ordens decrescentes do teor de carbono orgénico total e
das capacidades complexantes das substancias humicas aquaticas por ions Hg(ll),
nas diferentes amostras de substancias humicas aquéticas extraidas de &gua
coletadas mensalmente no Rio Negro-AM, fracionadas em funcdo do tamanho

molecular.

Tabela 8 — Ordem decrescente do teor de carbono organico total e da capacidade de
complexagao, estabelecidas para as fragdes humicas de substancias humicas aquéticas de
diferentes tamanhos moleculares extraidas de amostras de agua coletadas mensalmente no
Rio Negro-AM.

Amostra Parametro Ordem Decrescente

Julho/02 Carbono organico total Fi>F¢>Fo>F3>F;>F5
Capacidade de F3>Fy>F;>Fs>Fg>Fy
complexacdao da SHA por
ions Hg(ll)

Dezembro/02 Carbono organico total Fe>Fs>Fo>Fi>F3>F,
CapaCidade de F4;>F3>Fi>Fo>F5>F¢
complexacdao da SHA por
ions Hg(ll)

Marco/02 Carbono organico total Fi>F¢>F,>F3>F=F5
Capacidade de Fs>Fy>F3>Fo>Fe>Fy
complexacdo da SHA por
ions Hg(ll)

Pelos resultados das distribuicées de carbono (Figura 17), observa-se que na
amostra de Margo/02, os maiores teores de carbono foram nas fragdes Fy e Fg Para
amostra de Julho/02, o maior teor de carbono foi na Fracao F+, e para Dezembro/02
em F¢. Dentre as fracGes de Marco/02, F; e Fg possuem as menores capacidades de
complexacao para Hg(ll) e os maiores teores de carbono. Embora as fragdes F;

sejam constituidas por moléculas maiores e as fracdes Fg por moléculas menores,
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as capacidades complexantes dessas fracbes foram semelhantes. Isso
possivelmente esta relacionado com a conformagdo que a molécula assume,
levando a um arranjo molecular que permite a complexagdo com mercurio. Nas
fracdes de Julho/02, observa-se a menor capacidade complexante para a fragéao Fq,
e para a amostra de Dezembro/02, a fragdo Fg possui menor capacidade
complexante e a F4, maior capacidade complexante. Assim, verifica-se, de maneira
geral, que em um grupo de amostras, as que tém menores capacidades
complexantes foram as que possuem maior teor de carbono. Estes resultados
corroboram com os anteriormente obtidos para matéria orgénica dissolvida (Tabela
7), indicando que a quantidade de carbono em uma amostra de SH nao é
proporcional a quantidade de grupos funcionais presentes.

Estudos ambientais geram inerentemente muitos dados experimentais e as
técnicas exploratérias tém se mostrado eficientes para correlacionar e auxiliar na
interpretacdo dos resultados obtidos. Logo, utilizou-se analise hierarquica de
agrupamentos para verificar a influéncia da sazonalidade nas amostras de SHA
fracionadas em funcao do tamanho molecular.

Pela Figura 22 observa-se a formacdo de dois grupos: a) pluviometria e
carbono organico total; b) capacidade complexacdo das substancias humicas
aquaticas por ions Hg e indice fluviométrico.

Na Figura 23 observa-se a formacao de 3 principais grupos de amostras: (a)
Fi, Fs de Marco e Fg de Dezembro; (b) Fo, F3, F4 € F5 de Margo e Fq, Fo, F3, F4, F5
de Dezembro; (c) F1, F2, Fs, F4, Fs € Fsde Julho. O grupo (a) é formado basicamente
pelas amostras que apresentaram a menor capacidade de complexacdo e o maior
teor de carbono. Nos grupos (b) e (c), observa-se que as amostras com maior grau
de similaridade foram as coletadas no mesmo més. Assim, ndo houve separagdo em
fungcdo do tamanho molecular, mas sim devido a sazonalidade. Considerando os
regimes de cheias e vazantes da Regido Amazénica, mais uma vez o fator sazonal
foi preponderante na caracterizagdo das substancias humicas aquaticas em fungao

do tamanho molecular.
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Figura 22 — Dendograma obtido a partir das determinagdes da capacidade de complexagao
das fracdes de substancias humicas aquaticas por ions Hg(ll); carbono orgénico total e
indices pluviométricos e fluviométricos.

F1-Margo ———
(@)  Fé-Margo —— ()
F6-Dezembro !
F2-Marco
F3-Margo
(b) F4-Marco Eli
F5-Marco (b)
F1-Dezembro
F2-Dezembro
F3-Dezembro
F4-Dezembro j;lf
F5-Dezembro
F1-Julho |
F2-Julho [
e :
4-Julho
F5-Julho :|_|
F6-Julho ——
0 1 2 3 4 5 6

Distancia de ligagao

Figura 23 — Dendograma para as amostras de substancias himicas aqudticas extraidas de
amostras coletadas no Rio Negro e fracionadas por tamanho molecular: F; >100 kDa, Fs:
(100 - 50), F3: (50 - 30), F4: (30 - 10), F5: (10 - 5) e Fg: (< 5 kDa)

As capacidades complexantes das substancias humicas aquaticas por ions

Hg(ll) foram determinadas nas amostras originais antes de serem fracionadas. Os
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valores determinados foram: 1,74 mmol de Hg g' de TOC (Dezembro/02); 0,85
mmol de Hg g de TOC (Julho/02); 1,04 mmol de Hg g de TOC (Margo/02). Com
estes resultados, pode-se observar que nas cheias (Julho/02), a capacidade de
complexacao das SHA por ions Hg(ll) € menor, enquanto que nas vazantes é maior
(Tabela 9). A Tabela 9 sumariza qualitativamente as tendéncias de mudangas de
caracteristicas das substancias humicas aquaticas do Rio Negro-AM em funcéo da

sazonalidade e de parametros fisico-quimicos.

Tabela 9 — Tendéncias de mudangas de caracteristicas das SHA do Rio Negro-AM em
funcéo da sazonalidade e de parametros fisico-quimicos.

Parédmetros Cheias Vazantes
Matéria organica Recente Refrataria
Tamanho molecular das Moléculas maiores Moléculas menores
SH
Carbono organico total Maior nas fracoes maiores Maior nas fracGes menores
Capacidade de Menor Maior
Complexacao das SH
Disponibilidade de Hg Maior Menor

Oliveira et al. (2006), estudando solos da regido Amazénica, verificaram que
em solos de regides alagaveis o teor de mercurio é até 2,8 vezes maior do que em
regides nao alagaveis. As maiores concentragées desse metal em solos de regides
alagaveis por aguas pretas podem ser explicadas pela diminuicdo da labilidade da
espécie metalica complexada em funcdo do tempo. Ou seja, de acordo com
Sargentini Jr. et al. (2001), o complexo metal-MO tende a se estabilizar em fungéao
do tempo, ocorrendo rearranjos inter e/ou intramoleculares, com transferéncia da
espécie metalica para os sitios de complexagdo mais internos das macromoléculas
humicas. Assim, o mercurio aportado no solo alagavel via precipitacdo atmosférica e
retido pela matéria orgéanica fica menos disponivel para ser drenado via rea¢des na
interface solo/agua (cheias) e para ser transportado para o compartimento atmosfera
via processos de reducdo na interface solo/atmosfera (vazantes). Além disso, um
outro fator que contribui para a maior retencdo de mercario em solos de regides
alagaveis é o menor potencial de retencao de mercurio pelas substancias humicas

aquaticas nos periodos de cheias (Tabela 9).



Oliveira, L. C.; Tese de Doutorado: “Substancias humicas aqudticas do Rio Negro-AM: Influéncia da
sazonalidade nas caracteristicas estruturais, distribuicdo de carbono e capacidade de complexagao por ions
Hg(ll) em fungao do tamanho molecular”—2007.

V - CONCLUSAO

A regidao Amazénica é caracterizada por grande variedade de solos, com
areas alagaveis e nao alagaveis, com caracteristicas particulares de biodiversidade,
temperatura e umidade. Os regimes de cheias e vazantes da regido influenciam
fortemente a formacdo, as propriedades e caracteristicas do material hdmico
presente nos rios, como indicado pelos dados das andlises multivariadas.

A seguinte ordem decrescente do grau de humificagdo das amostras de
substancias humicas aquaticas em fungao da sazonalidade pode ser estabelecida:
Novembro/2002 a Fevereiro/2003 > Mar¢o/2002 a Maio/2002 > Junho/2002 a
Outubro/2002. Estes resultados mostraram que quanto maior o nivel do rio, menor é
o grau de humificacdo das SHA, indicando aporte de matéria organica mais recente
quando o nivel do rio é alto.

As relagbes obtidas na analise hierdrquica de agrupamentos mostraram fortes
interacdes entre indices pluviométricos, radicais livres do tipo semiquinona e razao
atémica C/N, parametros relacionados com maior grau de humificacdo. Isso mostra
que a quantidade de matéria organica mais humificada, presente nos mananciais,
esta diretamente relacionada com o indice pluviométrico. Ou seja, quanto maior o
indice pluviométrico e menor o indice fluviométrico, as substéncias humicas
aportadas no sistema aquatico possuem maior grau de humificacao.

As analises estatisticas também mostraram que as concentracbes de
mercurio estao relacionadas com as amostras de SHA mais humificadas, ou seja,
quanto maior o grau de humificagdo, maior a estabilidade do complexo metal-MO,
devido a rearranjos inter e/ou intramoleculares, ocorrendo transferéncia da espécie
metalica para os sitios de complexagao mais internos das macromoléculas humicas.

As amostras mais humificadas indicaram maior teor de mercurio e maior
concentragcao de grupos fendlicos, aromaticos e éteres, indicando que estes grupos
funcionais foram predominantes na interagdo com ions mercurio.

Os resultados da distribuicdo de carbono nas diferentes fragdes indicaram
diferencas significativas nas estruturas das amostras de substéncias humicas
aquaticas, fracionadas em funcdo do tamanho molecular. Pelo sistema de
fracionamento seqlencial em mudltiplos estagios e fluxo tangencial, a amostra
Dezembro/02 indicou ser constituida preferencialmente por moléculas menores. Em

Julho/02 observa-se a presenca de moléculas maiores em sua estrutura, e Marco/02
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mostrou constituicao intermediaria entre as amostras de Julho/02 e Dezembro/02.
Em Dezembro/02, o nivel do rio é baixo, podendo-se inferir com estes resultados
obtidos, menor influéncia da matéria organica do solo, enquanto que em Julho/02,
época de cheia, as amostras de SHA apresentaram maior influéncia da matéria
organica do solo em sua formagao. Com estes estudos, pode-se verificar a influéncia
da sazonalidade na formacao das substancias humicas aquaticas, sendo que com o
fracionamento das amostras, p6de-se comprovar que as SHA coletadas em épocas
diferentes s@o constituidas por estruturas diferenciadas.

A capacidade de complexagédo das substancias humicas aquaticas por ions
Hg(ll) nas diferentes fragdes indicou que, de maneira geral, quanto maior o teor de
carbono, menor é a capacidade complexante das SHA, podendo inferir que a
capacidade complexante ndo esta relacionada diretamente com o teor de carbono,
mas possivelmente com a disponibilidade dos grupos funcionais nas substancias
humicas aquaticas.

As analises estatisticas multivariadas indicaram que as amostras agruparam-
se em funcdo dos meses de coleta, e ndao do tamanho molecular, indicando mais
uma vez a influéncia da sazonalidade na caracterizacdo das substancias humicas

aquaticas.
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