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RESUMO

Substancias hdmicas (SHs) foram extraidas de amostras de agua, solo e sedimento, coletadas em 4 pontos da lagoa dos
Patos - MS. As substancias humicas da agua foram extraidas de acordo com o método proposto por Thurman e Malcolm
(1981) e do sedimento e solo, de acordo com os métodos propostos pela Sociedade Internacional de Substancias Hamicas
(IHSS). Foram utilizadas as técnicas de espectrofotometria de absorgdo molecular UV-Vis e espectroscopia de fluorescéncia
atdbmica. Foram obtidas correlacdes lineares entre as medidas de absorvancia no UV-Vis e de fluorescéncia atdbmica e as
concentragdes de acido fulvico (7,3 a 35,5 mg L-1) e de acido humico (4,8 a 23,9 mg L-1).Varia¢Ges nos valores de pH (meio
acido, neutro e alcalino) ndo causaram modificagdes significativas nas medidas obtidas pelas técnicas de absorgéo no UV-Vis
e de fluorescéncia atémica.

Palavras-chave: acido himico, acido fulvico, espectroscopia, fluorescéncia, sedimento.

SPECTROSCOPIC STUDY OF HUMIC SUBSTANCES EXTRACTED FROM WATER, SOIL AND SEDIMENT SAMPLES OF
THE PATOS LAKE, MS, BRAZIL

ABSTRACT

Humic substances (HSs) were extracted from samples collected in 4 areas of sediment, water and soil from Patos” lake - MS.
The humic substances from the water were extracted according to Thurman and Malcolm methods (1981) and, those from
sediment and soil were extracted as proposed by the International Society of Humic Substances (ISHS). The following
spectroscopic techniques were performed in this study: ultraviolet and visible (UV-Vis) and fluorescence emission. The effects of
ambient factors as concentration and variations of pH in fluorescence emission of humic substances (fulvic and humic acids)
were evaluated. It was observed that the UV-Vis technique and the intensity of emitted fluorescence from humic substances
extracted from water has shown linear correlation with the variation of fulvic acid (7.3 the 35.5 mg L-1) and of humic acid (4.8
the 23.9 mg L-1) concentrations, considering just dissolved organic carbon. However, for pH variation (acid, neutral and alkaline
media) significant variations were not observed in both, UV-Vis and fluorescence emission techniques.

Key words: fluorescence, fulvic acid, humic acid, sediment, spectroscopy.
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INTRODUGCAO

Matéria organica natural (MON) ¢é
amplamente distribuida no solo, &aguas
naturais e sedimentos. Mudancas hidrolégicas
e da composicdo do solo influenciam a
quantidade da matéria organica em ambientes
aquaticos, sua hatureza quimica e, podem
provocar diferentes efeitos biogeoquimicos no
ecossistema (1,2). Assim, as caracteristicas
guimicas da MON séo influenciadas pela fonte
do material (al6ctones ou autdctones) e pelos
processos biogeoquimicos envolvidos no ciclo
do carbono nos sistemas terrestres e
aquaticos. Estes fatores incluem o fluxo de
carbono organico aléctone proveniente da
bacia hidrografica, fixacdo do carbono
autoctone pelo fitoplancton e plantas
aquaticas, transformacdo e degradacdo do
carbono al6ctone e autéctone pela atividade
biolégica e/ou fotodegradacao (1,3).

Numerosos estudos tém reconhecido
a importancia da MON em ambientes
aquaticos, tamponando aguas com teores
baixos de alcalinidade (1), atuando no
transporte e degradagdo de substancias
organicas e/ou inorgéanicas vitais e tdxicas ao
sistema (4), na mobilizacdo e transporte de
espécies hidrofébicas, metais pesados (Cd,
Cu, Hg, Pb, Zn, Cr) e radionuclideos (Pu, U,
Am, Co) (1,2). A MON pode influenciar
também a profundidade da zona f6tica,
afetando a penetragdo de radiacdo
fotossintética ativa (1,2).

A determinag¢do do carbono orgéanico
dissolvido (COD) néo fornece dados sobre a
natureza das substdncias orgéanicas, pois
MON é constituida por compostos organicos
aquagénicos e pedogénicos (5). As proteinas,
peptideos e polissacarideos ocorrem ha
propor¢do de 20 a 30 % da MON e os
compostos  refratarios  (aquagénicos e
pedogénicos) correspondem de 70 a 80% (6).
A matéria organica refrataria de origem
pedogénica (MORP) apresenta cadeia
carbbnica  essencialmente com  anéis
arométicos com substituintes carboxilicos e
hidroxilicos. A matéria organica refrataria de
origem aquatica (MORA) apresenta
essencialmente uma cadeia carbbnica
constituida  principalmente  por carbono
alifatico (6,7).

Em ambientes aquaticos, a
concentracdo de macromoléculas
pedogénicas — acido hdimico  (AH),

polissacarideos e lipideos — é baixa devido a
retencdo destas substancias pelas particulas
do solo, enquanto proteinas e aminoacidos
podem ser completamente degradados.
Conseqlientemente, a composicdo quimica da
MON varia de lago para lago, mas em muitos
casos, as fracBes pedogénicas do &cido
fulvico e aquagénicos (polissacarideos,
peptideos e seus semelhantes) predominam.
A MORA ¢é produzida pela excrecdo e
decomposicdo do plancton e macrdfitas,
incluindo compostos, como proteinas e
carboidratos, derivados da parede celular, com
elevada massa molecular (7), apresentando
importante papel ambiental (8).

Diferentes técnicas tém sido aplicadas
para caracterizar, diferenciar e classificar a
matéria organica natural, entre elas as
substancias humicas (SHs). Uma das técnicas
utilizadas € a espectroscopia de fluorescéncia
atbmica. A intensidade de fluorescéncia é
sensivel a fatores ambientais, tais como: tipo
de solvente, pH, forca ibnica, temperatura,
potencial redox, interacbes com metais
pesados e substancias organicas, sendo estes
fatores pouco conhecidos, os quais podem
alterar a intensidade de fluorescéncia (IF) e o
comprimento de onda de emissdo (9-12).
Compostos arométicos contendo grupos
funcionais &cidos ou basicos sdo sensiveis a
variagdo do pH do meio, alterando o estado
excitado da molécula pela transferéncia de
protons (13,14). Entretanto, de acordo com
Miano & Senesi (13) nem todas as SHs sofrem
alteracdo da IF com a variagdo de pH, como
por exemplo, o acido fllvico, extraido da terra
roxa, que ndo apresentou alteracdo da IF com
0 aumento do pH.

A intensidade de fluorescéncia
também é alterada pelo aumento da massa
molecular do soluto, ocorrendo deslocamento
do pico para comprimentos de onda mais
longos e diminuicdo da intensidade. Isto
ocorre devido a aproximacao dos cromoéforos
arométicos, aumentando assim a desativagao
do estado excitado pela supressdo ou
absor¢éo, por outros cromoforos, da energia
emitida (14-16). Quando as SH séo
fracionadas, de acordo com sua massa
molecular, diferencas na absorvancia e
fluorescéncia sédo observadas; em particular,
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fracbes de menor massa molar apresentam
maior intensidade de fluorescéncia e menor
absorvancia que as frac6es de maior massa
molar (16,17). Uma possivel explicagdo para
este fenémeno é o fechamento da posicéo das
subunidades hidrofobicas, dentro do esqueleto
estrutural da macromolécula, mascarados
pelos grupos hidrofilicos. Embora as razdes
deste fato ndo sejam bem claras, podem ser
usados para compreender as mudancas
espectrais nas fragfes das SH, pois, quando a
amostra apresenta baixa intensidade de
fluorescéncia em 1 mais longo, normalmente
sdo referentes aos &cidos humicos (10,11,13).

O presente trabalho tem por objetivo
avaliar os efeitos da variacdo do pH e da
concentragdo das substancias himicas nas
analises espectroscopicas na regiao do UV-
Vis e da intensidade fluorescéncia emitida,
verificando assim se ocorre deslocamento e
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia

com as variacdes de pH e da concentragéo
das SHs.

AREA DE ESTUDO

A planicie de inundacdo do alto rio
Parana (Figura 1) € composta por um grande
namero de ambientes aquaticos, podendo-se
destacar os canais secundérios, ressacos,
distributarios com caracteristicas de habitats
semi-lénticos e lagoas temporarias e
permanentes. Estes ambientes apresentam
uma consideravel variabilidade quanto as
caracteristicas  limnoldégicas, que estao
associadas ao grau de conexdo (ou
isolamento) com os rios, ao potencial de acéo
do vento (fetch), a profundidade e ao regime
hidrolégico dos rios Parana e Ivinheima (18).
Os afluentes, da margem direita, desaguam
em um conjunto de canais secundarios
formado pelo rio Baia, pelo canal de Curutuba
e pelo baixo curso do rio lvinheima.
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Figura 1 —Localizacdo da Lagoa dos Patos/MS. Amostragens nos pontos centrais (1, 2 e 3), nas margens (4, 5, 6 e 7), no canal (8), na entrada da lagoa
(9) e no solo (S1).
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(0] rio Ivinheima apresenta
profundidade média de 3,9 m, tem um curso
perpendicular ao rio Parana até sua entrada
na planicie, onde apresenta uma inflexdo de
noventa graus e passa a correr paralelamente
ao Rio Parana. As ligagbes entre o complexo
secundario e o canal principal funcionam como
canais contribuintes e distribuintes, de acordo
com a diferenca de nivel entre os diversos rios
em comunicagdo. Este rio apresenta
vegetacdo diferenciada em suas margens que
vai desde a herbacea até a formacdo de
extensas areas com mata riparia em diferentes
estagios de regeneragdo. As amostras foram
coletadas na lagoa dos Patos/Ms, a qual
apresenta uma profundidade média de 3,50 m,
area de aproximadamente 113,8 ha,
comprimento de 2.065,6 m e perimetro de
14.783,8 m. Distancia-se do rio lvinheima por
10m, com um dique de apenas 0,5 m de
altura, e sua conexdo com o rio é realizada
através de canal com 8m de largura (19).

MATERIAIS E METODOS

Amostras de sedimento foram
coletadas em jul/02 (P04 e P08) e jan/03 nos
pontos do centro (P1 ao P3), nas margens (P4
ao P7), no canal de comunicac¢éo da lagoa dos
Patos, com o rio lvinheima (P8) e na entrada
do canal (P9), na profundidade de 20 cm, com
draga de Petersen modificada,
homogeneizada e transferida para os sacos
de amostragem Whirl Pack, que foram
vedados e preservados a -20°C. As amostras
de solo (S1) foram coletadas (jul/02 e jan/03)
na area que separa o rio Ivinheima da lagoa
dos Patos — MS e a amostra de agua (P1) foi
coletada em jan/03.

Esta lagoa foi escolhida por
apresentar uma influéncia direta do rio
lvinheima, o qual ndo é represado,
apresentando assim grandes quantidades de
material particulado pedogénico, o qual é
arrastado para dentro da lagoa.

As andlises espectroscopicas foram
realizadas, nas solu¢des preparadas em
triplicata, das SHs extraidas (AF e AH). A
variagdo da concentracdo, em termos de
carbono orgénico dissolvido (COD), foi de 3,5
até 35 mg L-1 para o AF e de 3,5 até 25 mg L-
1 para o AH. O estudo da varia¢do do pH foi
realizado, em triplicata, em meio acido (pH
4,0), proximo ao neutro (pH = 7,0) e em meio
basico (pH = 10,0). Os espectros da

absorvancia foram obtidos no
espectrofotbmetro Cary 50 da Varian e as
andlises de fluorescéncia no equipamento
Fluorescence  Spectrophotometer  F-4500
Hitachi. Foram obtidos espectros de emisséo
(TExc de 314 e 370 nm), de excitacdo
(emissédo em 520 nm) e de varredura
sincronizada (077 = 18 nm). Todos os
espectros de fluorescéncia foram obtidos
aplicando-se 240 nm min-1, fenda de 5 nm,
cubeta de quartzo de 1 cm e agua Milli-Q
como branco. Os espectros das amostras
foram subtraidos do espectro da agua Milli-Q
(branco). Os dados foram avaliados através da
regressdo linear para a variacdo da
concentracdo e a variacdo do pH foi avaliado
através do Teste t, verificando possiveis
diferencas entre as médias das analises das
solucbes preparadas em triplicatas.

Os acidos fulvico (AF) e hamico (AH)
foram extraidos, segundo o método de
Thurman e Malcolm (20), de 150 L de agua
filtrada (0,45 [Om), coletada em jan/03 no
ponto P1, denominado de LP. Do sedimento e
do solo, as substdncias hdmicas foram
extraidas de acordo com o método da
Sociedade Internacional de Substancias
Humicas (IHSS) (21).

Extragdo das substancias humicas do
sedimento e do solo

A Figura 2, apresenta 0 esquema
simplificado do método de extracdo aplicado.
Das amostras de sedimento e do solo foram
retiradas as folhas, galhos e raizes. Em 100 g
da amostra foi adicionado HCI 1,0 mol L-1 até
pH 1. A seguir, foi adicionado HCI 0,1 mol L-1,
mantendo a razdo de 10 mL de HCI por grama
da amostra. A suspensdo foi agitada por 1 h e
0 sobrenadante separado por centrifugacéao.
Este sobrenadante foi denominado “acido
falvico | (AF-1)". O precipitado foi neutralizado
com NaOH 1,0 mol L-1 a pH 7. A seguir, foi
adicionado NaOH 0,1 mol L-1, sob atmosfera
de N2, até obter a razdo de 10mL de NaOH/g
da amostra. A extracdo foi realizada com
agitacdo intermitente por uma noite, sob
atmosfera de N2. O sobrenadante foi
separado por centrifugacéo, descartando-se o
residuo (humina). O sobrenadante foi
acidificado até pH 1,0 com HCI 6,0 mol L-1
com agitagdo constante e repouso por uma
noite. Novamente a separacdo foi realizada
por centrifugacdo, separando o precipitado
(acido humico - AH) do sobrenadante, que foi
denominado de “acido fulvico Il (AF-II)".
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O AF-I foi percolado em uma coluna
contendo resina DAX-8, na vazéo de 15 vezes
o volume da resina por hora. O efluente foi
descartado e a coluna foi lavada com agua
deionizada, na quantidade de 0,65 volumes da
coluna. O &cido fulvico foi removido por retro-
eluicdo, com NaOH 0,1 mol L-1, adicionando a
quantidade equivalente a um volume da
coluna, seguido de 2 a 3 volumes da coluna,
de agua deionizada. Acidificou-se
imediatamente a solu¢cdo com HCI 6,0 mol L-1
até pH 1,0. Em seguida, adicionou-se HF até
uma concentracao final de 0,30 mol L-1.

O mesmo procedimento do AF-I foi
aplicado ao sobrenadante denominado AF-II.

sedimento
ou solo

sobrenadanteg

Os eluatos obtidos foram misturados e
passados novamente pela coluna com resina
DAX-8. A coluna foi lavada com agua
deionizada, na quantidade de 0,65 volumes da
coluna. O &cido falvico foi removido, por retro-
eluicdo, com adicdo de NaOH 0,1 mol L-1 na
guantidade equivalente a 1 volume da coluna.
Em seguida, foram adicionados 2 volumes, da
coluna, de agua deionizada. O eluato final foi
passado por uma coluna contendo uma resina
catibnica forte na forma H+, usando trés vezes
0 numero de moles de ions Na+ contido na
solucéo. O eluato, contendo o acido fulvico, foi
seco por liofilizagdo (Christ, modelo Alpha 1-2
LD).

1-pH; HCl 1,0 mol L™
2-HCI 0,1 mol L™, agitagso por 1 —
3 - centrifugagsio 3500 rpm fracdo do

AF-| soltvel

1-resinaDAX-8

2 - retro eluigdo, NaOH 0,1 mol L?
3-pH 1, HCI 6,0 mol L™
4-HFaé0,3mol Lt

AF-1 em meio|
acido

insolGvel solo
1 - neutralizagio, NaOH 1,0 mol L™t
2-NaOH 0,1 mol L™

3 - agitacdo por 12 h, atm N,

4 - centrifugag&o 3500 rpm

[soltvel insoldvel |
mistura humina
hamica

1-pH 1; HCI 6,0 mol L
2 - centrifugagéo 3500 rpm

| soldvel

AF-I1

AF-1 + AF-11

1-resinaDAX-8
2 - resina cationica forte
3 - liofilizagdo

AF
purificado

1-resinaDAX-8

2 - retro eluicao, NaOH 0,1 mol L™
3-pH 1; HCI 6,0mol L™ soldvel | 3- centrifugagio 3500 rpm
4-HF aé0,3mol L

insoltvel |
acido huimico
AH

1-KOH 0,1 mol L
2-KCl30mol L?

acido himicol
AH
1-pH 2; HCl 6,0 mol Lt

2 - repouso
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insolGvel
acido hiimico
AH

1-HCl 0,1 mol L1
2-HF0,3mol L

3 - agitagéo por 12 h
4 - centrifugacao 3500 rpm

insolivel
acido huimico
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1- didlise

2 - liofilizagéo
AH

purificado

Figura 2 —Fluxograma empregado na extragdo das substancias hiimicas dos sedimentos e do solo (IHSS).
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O precipitado de &cido humico (AH) foi
dissolvido em KOH 0,1 mol L-1 sob atmosfera
de N2 e adicionado KCI so¢lido até a
concentragdo final de 0,3 mol L-1 de K+. A
mistura foi centrifugada para remover sélidos
suspensos. O AH foi precipitado com adi¢do
de HCI 6,0 mol L-1 até pH 2, com agitagdo
constante, e deixou-se em repouso por uma
noite. O acido humico foi separado por
centrifugagdo. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado (AH) transferido para recipiente
plastico onde foram adicionados HCI 0,1 mol
L-1 + HF 0,3 mol L-1, com agitagdo por uma
noite. Este procedimento foi repetido e o
sobrenadante foi separado do AH por
centrifugacdo O sobrenadante foi descartado e
o residuo (AH) purificado em tubo de didlise
(faixa de corte de 12000 daltons) com agua
deionizada até a obtencdo de teste negativo
para o cloreto (trés meses). A amostra de
acido hamico foi seca por liofilizac&o.

Extracdo das substancias humicas da agua
dalagoa

A amostra de agua foi filtrada com
membrana 0,45 [’m, em seguida, a amostra
foi acidificada, até pH 2,0 com HCI. Pela agéo
da gravidade, os 150 L de agua foram
passados na coluna contendo a resina DAX-8,
na vazdo de 15 vezes o volume da resina por
hora. O eluato foi descartado e a coluna foi
lavada com agua deionizada, na quantidade
de 0,65 volume da coluna. As substancias
himicas foram removidas por retro-eluicao
com NaOH 0,1 mol L-1. O eluato foi misturado,
acidificado com HCI e percolado novamente
na coluna DAX-8. As substancias humicas
foram removidas por retro-eluicdo com NaOH
0,1 mol L-1. A amostra foi acidificada com HCI
6,0 mol L-1 e centrifugada, sendo o residuo
composto de AH e o sobrenadante por AF. O
AF foi percolado novamente, na coluna DAX-8
e realizada a retro-eluicdo. O AH e AF foram
purificados por meio do procedimento descrito
anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e
Visivel

A Figura 3 apresenta os espectros, em
diferentes concentrac¢des, do acido fulvico (AF-
LP) extraido da &gua da lagoa dos Patos. Os
demais espectros dos AFs foram semelhantes
a este, variando somente sua absorvancia.
Para os 4&cidos fulvicos (Figura 3A) a

absorvancia em 254 nm é linear com a
variacdo da concentracdo, independente da
amostra de AF extraido (Figura 3B). Foi
observada a variacdo da absortividade
especifica (L g-1 cm-1) em fung&o do tipo de
AF (Tabela 1), sendo o AF extraido do solo
(AF-S2) o que apresenta maior absortividade
especifica. Esta diferenca € proveniente da
maior quantidade de anéis aromaticos e de
grupos substituintes nestes anéis aromaticos
existentes nas SHs, que foram confirmados
pelo teste t e pelas andlises espectroscépicas
de NMR (13C e 1H), espectroscopia de
infravermelho, matriz excitagdo-emissao de

fluorescéncia e pelas analises de
termogravimétrica realizadas nestas SHs
(dados ndo mostrados).
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Figura 3 —(A) Espectros da absorvancia na regido do ultravioleta e
visivel, do &cido fllvico extraido da 4gua da lagoa dos Patos/MS, em
diferentes concentragdes; (B) Regress&o linear da variacéo da
concentracdo de AF extraido da agua (AF-LP), do sedimento (P4 e P8)
e do solo (S1).

Na Figura 4A, constam o0s espectros,
em diferentes concentrac¢des, do 4cido humico
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(AH-LP) extraido da 4gua da lagoa dos Patos.
Os demais espectros dos AHs foram
semelhantes a este, variando somente sua
absorvancia. Para os acidos humicos foi
observado que a absorvancia em 254 nm é
linear com a variacdo da concentracdo para
todos os AH’'s extraidos (Figura 4B). As
diferengas (Tabela 1), na absortividade
especifica (L g-1 cm-1), estdo relacionadas
com o grau de humificacdo das substancias ou
0 grau de substituintes existentes nos anéis
arométicos das SHs. Os espectros de
absorvancias na regido do ultravioleta, das
SH’'s, sdo, principalmente, provenientes dos

sinais dos croméforos que apresentam ligacao
pi (), principalmente dos anéis aromaticos
(3,22).

A Figura 5 apresenta o efeito da
variagdo do pH nos espectros da absorvancia
das SHs extraidos da agua da lagoa. Tanto o
AF (Figura 5A) como o AH (Figura 5B)
apresentaram uma pequena variacdo da
absorvancia na regido do visivel (I > 300 nm),
com o0 aumento do pH, proveniente da
alteracdo dos grupos cromoforos da regido
visivel, como grupos quinonas.

Tabela 1 —Valores médios (N = 6) da absortividade especifica (L g-1 cm-1) das substancias himicas extraidas da gua, solo e sedimento.

Local Acido Média Desvio padréo
. AF-LP 54,29 0,15
Agua
AH-LP 44,02 0,42
AF-S1 100,43 2,97
Solo
AH-S1 61,53 0,48
AF-P8 88,69 1,20
Ponto 8
AH-P8 71,20 0,85
Ponto 1 AH-P1 79,29 1,26
Ponto 4 AF-P4 56,15 0,36
Ponto 5 AH-P5 35,65 1,06
167 (A) 207 ®) m AH-P1L e AH-LP
El 1,84 A AH-P5 AH-P8
b4 :igg Eg tl 1’:_- o AHE
1,24 —— 96mgL* 1
© —— 6,0mgL* 14
<§ 1,04 —— 48mglL* o 1,24
%o,e- <§ 1,0-
i% EZ 0,8:
<

254

T
250

T
300

T T L
350 400 450 500

550
Comprimento de onda (nm)

R =0,9989, p < 0,0001

600

Abs,_ =-5,62.10° + 4,47.10” Conc
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0,0 . . ; . ;
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Figura 4 — (A) Espectros da absorvancia na regiéo do ultravioleta e visivel do &cido himico extraido da &gua da lagoa dos Patos/MS em diferentes

concentraces; (B) Regressao linear da variacdo da concentragdo de AH extraido da agua (AH-LP), do sedimento (pontos P1, P5 e P8) e do solo (S1).
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Figura 5 —Variagao da absorvancia na regido do ultravioleta e visivel, em trés niveis de pH, das SHs extraidas da dgua da lagoa dos Patos/MS. (A) &cido
fdlvico e (B) acido himico.

Espectroscopia de Emisséo de

Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia
convencionais (emissdo ou  excitacdo)
apresentam limitadas aplicagbes para
polimeros complexos, como as SH's. Ja a
técnica, de emissdo de fluorescéncia, de
varredura sincronizada, apresenta a vantagem
de maior sensibilidade, melhor resolucdo e
detalhes em seus espectros (13). Os
espectros sincronizados séo obtidos através
da varredura simultinea da emissdo e
excitacdo, fixando a diferenca entre o
comprimento de onda de emissdo e excitagdo
(AL = Xem — Agx). Estudos tém aplicado
diferentes variagbes entre 0S Agx € Agm (AL),
tornando assim mais dificil a comparacéo
entre os resultados. Esta variagdo (AL)
provoca deslocamento do pico, alteracdo na
sua forma e na intensidade de fluorescéncia
(Figura 6). Alguns autores empregam: A\ = 18
nm (13,23-25); AL = 20 nm (14), AL = 25 nm
(26) e AL = 30 nm (27). Miano e Senesi (13) e
Senesi et al. (23) consideram que a variagdo

400 4

(A)

Ak =100 nm
g 3504 Av= 90nm
80 nm
AL= 70nm
AL= 60nm
AL= 50nm
A= 40nm
200 AL= 30nm
AL= 18nm

a)

(u.
I’
4
"

300+

2504

escéncia

150 4

100 4

Intensidade de fluor

T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda de excitaggo (nm)

de 18 nm, entre Agy € Agm, resulta em espectro
com melhor resolucéo para estudar a matéria
orgéanica natural.

Na Figura 6 constam o0s espectros
sincronizados, para diferentes valores de AA,
para o &cido fdlvico (Figura 6A) e &cido
hdamico (Figura 6B). Este mesmo efeito na
variagdo de AL foi observado por Miano e
Senesi (13), corroborando com os resultados
obtidos para as substancias humicas extraidas
da Lagoa dos Patos/MS.

O espectro do AF (Figura 6)
apresentam dois picos distintos,
principalmente para menores variacdes de AA,
indicando a presenga de fluor6foros similares
aos dos AFs pedogénicos. Apesar dos
espectros de 4cido fllvico apresentar bandas
largas, a IF préxima de 440 nm pode ser
atribuido a polifendis, e a banda de 440 a 480
nm indica a presenca de compostos com alto
peso molecular ou policondensados (14).

220

—— AL =100nm
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Figura 6 —Variagao da diferenca entre 0 comprimento de onda de excitagdo e emissao (A), nos espectros sincronizados das substancias himicas: (A)
acido fllvico e (B) &cido himico extraido da 4gua da lagoa dos Patos/MS.
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Estudos tém demonstrado também
gue a intensidade de fluorescéncia é sensivel
a fatores ambientais, tais como: tipo de
solvente, pH, forca ibnica, temperatura,
potencial redox, interacbes com metais
pesados e substancias orgénicas (9-12). Estes
efeitos sdo pouco conhecidos e alteram a IF e
0 comprimento de onda de emisséo.

A variacdo da intensidade de
fluorescéncia emitida com a variacdo do pH,
das solucdes de AH e AF, esta relacionada
com a presenca de grupos funcionais (4cidos
ou basicos) nos compostos aromaticos. Esta
variagdo esta particularmente relacionada com
0os grupos fendlicos, que sofrem ionizagdo
progressiva com o aumento do pH, causando
rompimento das ligacbes de pontes de
hidrogénio inter e intramolecular, alterando a
conformacdo da molécula e tornando-a mais
aberta (13). Provenzano et al. (28)
trabalharam com polimeros, sintetizados por
fungos, com grupos funcionais semelhantes as

(A)
. 50
<
2
£ 40 ——pH= 3,9
. ——pH= 7,16
§ ——pH = 10,08

30

20

10

Intensidade de fluor

T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda de excitacdo (nm)

SHs, verificando que a variacdo do pH muda a
intensidade de fluorescéncia pela alteracdo
dos grupos funcionais acidos, configuracédo
das ligacBes inter e intramoleculares e do
rearranjo das estruturas.

Na Figura 7 constam o0s espectros
sincronizados das substéncias humicas em
funcdo da variacdo do pH. Observa-se neste
caso que ocorreu uma pequena diminuigdo da
intensidade de fluorescéncia emitida pelo
acido fulvico e um pequeno deslocamento
para comprimentos de onda mais longos, no
caso do acido humico. Segundo Miano e
Senesi (13), o acido fulvico, extraido da terra
roxa, ndo apresenta diminuicdo significativa da
intensidade de fluorescéncia com o aumento
do pH, corroborando com os resultados
obtidos neste estudo, pois ndo foi observada
grande variacao nos espectros, principalmente
da intensidade méaxima de emissao.

B)
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~
=]
1

escéncia
(2]
o
1

——pH=10,12
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S =}
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Intensidade de fluor
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Figura 7 —Espectros sincronizados, em trés niveis de pH, das SHs extraidas da 4gua da lagoa dos Patos/MS. (A) &cido fdlvico e (B) acido htimico.

Segundo Miano et al. (1988) e Stewart
e Wetzel (1980), a intensidade de
fluorescéncia também é alterada pelo aumento
da massa molecular do soluto, ocorrendo
deslocamento do pico para comprimentos de
onda mais longos e diminuig&o da intensidade
emitida. Isto ocorre, provavelmente, devido a
aproximagdo dos cromoéforos arométicos,
aumentando assim a desativagdo do estado
excitado pela supressdo ou absor¢cdo, por
outros cromoforos, da energia emitida (14,15).

Para baixas concentracdes de
fluoréforos, a intensidade de fluorescéncia
emitida é diretamente proporcional a

concentracdo. Quando [lbc aumenta, a
relagdo entre a intensidade de fluorescéncia
emitida e a concentracdo, emtermos de
carbono orgénico deixa de ser linear (10).
Miano e Senesi (13) estudaram o efeito do
aumento da concentracdo de SH’'s (AF e AH)
padrdo IHSS e o extraido do solo de terra
roxa. Para o AF observaram o aumento da
intensidade da fluorescéncia emitida em
funcdo da concentragdo, até 120 mg L-1. Ja
para o AH ocorre aumento da intensidade de
fluorescéncia até a concentracdo de 70 mg L-
1. Para concentracfes mais altas de AH,
observa-se diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia e alteragcdo de alguns picos,
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causados pelo efeito da conversado interna e
colisGes entre as moléculas.

Os espectros de emissdo de
fluorescéncia (excitagdo de 370 nm) com
variacdo da concentragdo, em termos de
COD, sao mostrados na Figura 8, os quais sédo

2404

")

(u.q)

escéncia

160

1204

80

Intensidade de fluor

404

T T T T
550

T
400 450 500
Comprimento de onda de emissao (nm)

semelhantes aos espectros obtidos por Senesi
(10), Chen et al (14) e Miano et al (15). Para
as amostras de SH's extraido do solo,
sedimento e da agua da lagoa, foi observado
gue a IF emitida é diretamente proporcional a
concentracdo de COD (mg L-1), tanto para o
AF (Figura 8A) como para o AH (Figura 8B).

70

®)

1

—289mgL"
—142mgL”
— 71mglL"

1

1

20

Intensidade de fluorescéncia (u.a)

[
o
1

T T T T T T T
400 450 500 550
Comprimento de onda de emissdo (nm)

Figura 8 —Variagdo da intensidade de fluorescéncia emitida (excitacao de 370 nm) em trés concentraces diferentes de &cido fllvico (A) e; acido hiimico

Na Figura 9 constam os graficos da
variacdo da IF (emissdo 450 nm, excitacdo
370 nm) em funcéo da concentracdo de COD
Os coeficientes de correlacdo linear dos
acidos falvicos variaram de 0,99031 a 0,99791
(Figura 9A) e para os acidos hiumicos variaram
de 0,90843 a 0,9909 (Figura 9B). Foi
observado que os coeficientes de correlacdo
linear obtidos nos espectros de absorvancia
na regidao do ultravioleta e visivel para os
acidos fllvicos (variaram de 0,99886 a
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0,99993, Figura 3B) e acidos hdmicos
(variaram de 0,99972 a 0,99991, Figura 4B)
sdo melhores que os obtidos na técnica de
emissdo de fluorescéncia. Esta menor
linearizacdo da intensidade de fluorescéncia
com o COD esta relacionada com o fato da
técnica de fluorescéncia sofrer maior influéncia
de fatores como pH, salinidade e
caracteristicas estruturais (14,15).
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Figura 9 —Regressao linear entre a intensidade de fluorescéncia emitida e a concentragéo da substancia himica em termos de COD: (A) acidos fllvicos
(emiss&o em 450 nm) extraidos da agua (LP), do sedimentos (P4, P5, P7 e P8) e do solo (S1); (B) &cidos himicos (emissdo em 500 nm) extraidos da agua
(LP), do sedimentos (P1, P4, P5 e P8) e do solo (S1)
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CONCLUSAO |

Os resultados das andlises
espectroscopicas, UV-Vis e fluorescéncia,
confirmam que estas técnicas podem ser
empregadas para analisar substancias
hamicas. O que deve ser levado em conta,
principalmente para a analise de emissédo de
fluorescéncia, sdo os efeitos que a estrutura
molecular do composto himico podem causar
na sua intensidade emitida. Para estes
compostos humico estudados, ndo foram
observadas variagbes  significativas na
intensidade de fluorescéncia emitida ou do
deslocamento do pico de maxima emissdao,
com a variacdo do pH. Ja em termos de
concentragdo, observou-se uma linearizagéo
entre a variacdo da concentracdo, em termos
de COD, e a intensidade de fluorescéncia
emitida para o &cido fulvico e acido humico,
mas ndo sendo possivel fixar o comprimento
de onda de méxima emissdo para ambas
substancias, pois estes &cidos apresentam
maxima emissdo em comprimentos de onda
diferentes. Para o &cido fulvico o pico maximo
de emissao é proximo de 450 nm e para 0s
acidos humicos é préximo de 500 nm.
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