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RESUMO

Os estudos de especiagdo em aguas nhaturais sdo a chave para a compreensao do
comportamento e destino dos ions metalicos no ambiente, uma vez que estes elementos
podem ser encontrados em diversas formas quimicas (livres ou complexados). A
mobilidade, biodisponibilidade e transporte desses ions podem ser influenciados pela
presenca da matéria organica natural (MON) e as substancias humicas aquéticas (SHA),
principais ligantes presente no ambiente aquético. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho
foi desenvolver métodos eletroanaliticos utilizando a cronopotenciometria de redissolucao
anddica (SCP) e a técnica de redissolugcdo nernstiana na auséncia de gradientes (AGNES)
capazes de determinar a concentracdo de cadmio total (CdT) e livre (CdL), respectivamente,
diretamente em amostras de aguas dos rios Itapanhau (RI) e Sorocabinha (RS) localizados
no estado de S&o Paulo, que possibilitem uma futura aplicagdo on-site. E avaliar a influéncia
da MON e SHA extraidas desses rios nas interagbes com o Cd(ll) e/ou Pb(ll). Para
investigar o efeito da sazonalidade foram coletadas amostras de 4gua no marco e novembro
de 2014, as quais foram caracterizadas através de paréametros de qualidade da agua,
carbono orgéanico dissolvido (COD), espectroscopia UV/Vis e concentracbes de metal total,
dissolvido e “livre” (ultrafiltrado em 1kDa com fluxo tangencial - UFT). As SHA e suas
fracbes (&cido huamico (AH) e flulvico (AF) foram caracterizadas por meio da andlise
elementar, RMN *C e fracionadas através da UFT com membranas de 100, 30,10, 3 e 1
kDa. Os métodos desenvolvidos de SCP (determinacdo do CdT) e de AGNES
(determinacdo do CdL) aplicados nas amostras de aguas in natura e ultrafiltradas em 1kDa,
foram validados por comparagdo com a espectroscopia de absor¢do atbmica com
atomizacdo em forno de grafite (GF-AAS). Os resultados encontrados revelaram que as
principais diferencas entre as aguas dos Rl e RS estdo associadas possivelmente a maior
influéncia da 4gua do mar e da sazonalidade no RS. A composicao estrutural das SHA e AF
apresentou maior predominancia de compostos alifaticos. A distribuicio do COD apos o
fracionamento molecular mostrou que as fracdes predominantes nas SHA e AF estiveram
entre 10 e 1 kDa, enquanto que para os AH, 50% do COD é maior que 100kDa. Os
resultados de SCP (LD de 1,6x10° mol L) e AGNES (LD de 1,9x10° mol L™) revelaram o
seu potencial na quantificacdo do Cd(ll) total e livre, respectivamente, nas amostras
estudadas. Os estudos da interacdo de Cd(ll) e Pb(ll) com os AF e AH revelaram que
ambos o0s materiais dos Rl e RS apresentaram maior complexacdo com Pb(ll), e a

complexacdo aumenta com o aumento do pH.

Palavras-chave: Acidos fulvicos. Acidos himicos. SCP. AGNES.



ABSTRACT

The study of speciation in natural waters are crucial to understand the behaviour and fate of
metal ions in the environment, since these elements can be found in different chemical forms
(complexed or free). The mobility, bioavailability and transport of these ions can be
influenced by natural organic matter (NOM) and aquatic humic substances (AHS), which are
the main ligands in aquatic environments. The objective of this thesis was to develop
electroanalytical methods using the techniques stripping chronopotenciometry (SCP) and
absence of gradients and nernstian stripping (AGNES), which are able to determine the
concentration of total (TCd) and free (FCd) cadmium directly in water samples from the rivers
Itapanhau (RI) and Sorocabinha (RS), located in the state of S&o Paulo. It would make
possible a future on-site measurement applications. This study also aimed to evaluate the
influence of NOM and AHS extracted from these rivers in the interactions with Cd(ll) and
Pb(Il). Water samples were taken in march and november/2014 in order to investigate the
effect of seasonality. These samples were characterised using water quality parameters,
dissolved organic carbon (DOC), UV/VIS spectroscopy and concentrations of total, dissolved
and free metal (ultrafiltered through 1 kDa membrane with tangential flow- TUF). AHS and
their fractions (humic, HA, and fluvic acid, FA) were characterised by elemental analysis,
NMR **C. They were fractionated through TUF through membranes 100, 30, 10, 3 and 1
kDa. The methods developed of SCP (TCd determination) and AGNES (CdL determination)
applied in the in natura and ultrafiltered (1 kDa) samples were validated using graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS). The results showed that the main
differences between the waters from Rl and RS are related probably to the influence of
seawater and seasonality. The structural composition of AHS and FA presented higher
content of aliphatic compounds. The distribution of DOC after size fractionation showed that
the predominant fractions in the AHS and FA were between 10 and 1 kDa. On the other
hand, 50% of the material was higher than 100 kDa in the HA. The results of SCP (LoD:
1.6x10° mol L") and AGNES (LoD: 1.9x10° mol L™) revealed their potential in quantification
of total and free Cd(ll), respectively, in the samples analysed. The study of interactions of
Cd(ll) and Pb(Il) with FA and HA showed that both materials from Rl and RS presented

higher complexation with Pb(Il). The complexation increases with the pH for both materials.

Keywords: fluvic acids, humic acids, SCP, AGNES.
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1. INTRODUCAO

A crescente industrializacdo e expansao demografica tém, inevitavelmente,
introduzido poluentes no ambiente, ocasionando, por exemplo, a degradagao dos
recursos hidricos (KAUSHIK et al., 2009; OTERO et al., 2015). Um dos poluentes
mais comuns encontrados em ambientes aquaticos sdo os metais traco (DANG, et
al., 2015). O termo “metais trago” tem sido utilizado para definir elementos quimicos
que em baixas concentracdes no ambiente podem vir a constituir uma fonte
potencial para a poluicdo ambiental (MARTINS et al., 2011). Os metais traco
desempenham um papel muito importante no ambiente, pois em sua maioria Sao
essenciais a vida em concentracdes moderadas e toxicos em concentracdes
elevadas.

Sendo assim, a importancia do estudo desses metais nos ambientes
aguaticos esta relacionada aos riscos de contaminacdo dentro da cadeia tréfica,
visto que 0s organismos aquaticos tendem a acumular metais em seus tecidos,
mesmo quando a agua possui niveis desses compostos abaixo da concentracdo
maxima tolerada pelas legislacdes vigentes, como por exemplo, a resolugcao n°
357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA). E geralmente séo
considerados persistentes, bioacumulativos e ndo degradaveis.

Os metais traco podem ser encontrados no ambiente aquatico em uma
variedade de formas (livres (M) ou complexados (ML)). Na coluna d’agua, os ions
metélicos podem estar associados ao material particulado (particulas organicas ou
inorganicas em suspensdo, adsorvido ou assimilado por organismos vivos) e a
fracdo dissolvida na forma de ions livres hidratados e complexados a ligantes
organicos (macromoléculas ou ligantes coloidais, por exemplo, aminoacidos,
carboidratos, substancias humicas (acidos humicos e fulvicos)) e inorganicos
(HCO5, COs%, SO,%, CI', OHY) (BUFFLE, 1988).

Os ions metdlicos livres e/ou ligados fracamente aos compostos organicos
e/ou inorganicos presentes na fracdo dissolvida tem uma biodisponibilidade
superior do que o0s presentes no material particulado e formando complexos
estaveis, e, portanto, apresentam uma maior toxicidade (MONTEIRO, et al., 2016).
E em funcdo da forma quimica como ele esti presente nessa fracdo, das quais
nem todas sao igualmente toxicas, tem-se uma maior ou menor absorcao por parte
da biota (TEMPLETON et al., 2000).
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O conhecimento convencional, em estudos toxicolégicos é de que as
espécies que controlam a biodisponibilidade do metal tragco sdo os cations livres
hidratados (MOREL;HERING, 1993; TORO et al., 2001), porém, devido as aguas
naturais apresentarem uma multiplicidade de ligantes capazes de fazer ligacdes
com ions metdlicos, apenas uma pequena parte do metal total dissolvido existe
como cétions livres hidratados (BUFFLE, 1988).

Nesse contexto, podemos concluir que a biodisponibilidade dessas espécies
metalicas é influenciada pela sua forma encontrada na natureza e nao so pela sua
concentracéao total (JAMALIA, et al., 2009; MOREL;HERING, 1993). E assim surge
0 interesse nos estudos em especiacdo quimica de metais traco.

Especiagdo quimica, de acordo com a unido internacional de quimica pura e
pura e plicada (IUPAC do inglés, international union of pure and applied chemistry),
consiste na distribuicdo de um elemento entre espécies quimicas definidas em um
sistema. Em outras palavras, é a distribuicdo das diferentes espécies de um dado
elemento quimico numa amostra, considerando as espécies complexadas e nao
complexadas e a distincdo entre os diferentes estados de oxidagcdo. A analise de
especiacao é descrita como procedimentos analiticos de identificacdo e/ou medida
quantitativa de uma ou mais espécies quimicas presentes em uma amostra.

A andlise de especiacdo de metais traco em aguas naturais € complicada,
uma vez que a tese de um sistema natural em equilibrio quimico nédo é
normalmente valida no meio ambiente, pois cada uma das espécies metdlicas pode
se comportar de maneira diferente em termos de mobilidade e reatividade, estando
ainda sujeitas as mudancas de condicfes da matriz (temperatura, pH e forca
ibnica). Por outro lado assumir que apenas o ion metalico livre é toxico traduz uma
simplificagdo enorme de um sistema muito complexo.

Sendo assim, os modelos e experimentos de especiacdo quimica de metais
traco com diferentes superficies/agentes complexantes em aguas naturais sao a
chave para a compreensdao da biodisponibilidade, transporte e mobilidade dos
metais tragco no ambiente. Para responder a este desafio tém sido desenvolvidas
plataformas de modelos de especiacao termodinamica (por exemplo, Visual MinteQ
(GUSTAFSSON, 2006), ECOSAT (KEIZER; VAN RIEMSDIJK, 1995) e/ou
ORCHESTRA (MEEUSSEN, 2003) além de técnicas e métodos analiticos capazes
de medir a concentracdo de ions metélicos livres e de realizar estudos de

especiacdo dindmica aos niveis de concentracbes de metais traco em aguas


http://www.infoescola.com/quimica/uniao-internacional-de-quimica-pura-e-aplicada-iupac/
http://www.infoescola.com/quimica/uniao-internacional-de-quimica-pura-e-aplicada-iupac/
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naturais (TOWN; VAN LEEWEN, 2001; TOWN; VAN LEEUWEN 2003), uma vez
que as quantidades de metais traco presentes em aguas naturais sao dificeis de
medir e determinar, os cations livres é ainda mais desafiador, visto que a sua
concentracdo muitas vezes é encontrada no intervalo inferior ou igual a nanomolar
(MONTEIRO et al., 2016).

Frente ao exposto, este trabalho apresenta o desenvolvimento de métodos
usando técnicas eletroanaliticas, como a cronopotenciometria de redissolugédo
anodica (SCP) e a técnica de redissolucdo nernstiana na auséncia de gradientes
(AGNES) em conjunto com a ultrafiltracdo em fluxo tangencial (UFT) com posterior
deteccdo por espectrometria de absor¢cdo atbmica com atomizagcdo em forno de
grafite (GF-AAS) para a determinacédo da concentracdo do cadmio total e livre em
amostras de aguas naturais dos rios Itapanhau (RI) e Sorocabinha (RS), testando a
viabilidade do método proposto para futuras aplicacbes on-site. Além disso, nesse
trabalho também foi avaliado as interagdes de Pb(ll) e Cd(ll) (determinados usando
AGNES) com os &cidos fulvicos e humicos extraidos a partir das aguas naturais

destes dois rios RS e RI de caracteristicas diferentes e em duas estaces do ano.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Matéria orgéanica natural, substancias humicas e sua interagdo com

espécies metalicas

A matéria organica natural (MON) consiste em toda matéria organica
presente nos ecossistemas naturais, diferindo da matéria orgénica viva e dos
compostos de origem antropogénica. Encontrada em aguas naturais, € constituida
de uma mistura complexa de varios compostos, sendo que, a sua maior parte
(~80%) ainda possuem estrutura quimica indefinida (BUFFLE, 1988) com tempo de
permanéncia mais longo no ambiente e relativamente resistente a degradagéo. Os
outros 20% da MON correspondem aos compostos com estrutura quimica definida,
tais como carboidratos e aminoacidos (ROSA et al., 2004). A composi¢cao desta
mistura pode estar relacionada a sua origem.

Quanto a sua distribuicdo no ambiente aquatico, pode ser encontrada como
matéria organica dissolvida (MOD) ou como matéria organica particulada (MOP). A
MOD ou carbono orgéanico dissolvido (COD) é definida operacionalmente como a
fracdo que atravessa uma membrana de porosidade 0,45 ym e geralmente constitui
a maior parte da matéria organica presente em agua de rios. Por sua vez, a MOP é
aguela que fica retida na membrana de 0,45 um (THURMAN, 1981).

Estima-se que cerca de 50% do COD em &aguas superficiais consiste de
matéria organica refrataria do tipo substancias humicas aquaticas (SHA). SHA séo
definidas como macro-moléculas complexas, constituidas de diferentes estruturas
aromaticas e alifaticas, ricas em grupos funcionais, contendo oxigénio, como por
exemplo, acidos organicos polares. As SHA sao de ocorréncia natural (biogénicas),
heterogéneas, apresentam coloracdo escura, com diferentes massas molares e
tamanhos provenientes da composi¢ao de residuos animais e vegetais bem como,
pela atividade de sintese de microrganismos (ROCHA; ROSA, 2003).

Estas substancias sdo transportadas para as aguas naturais (rios, lagos e
oceanos) por meio de processos de lixiviagdo e/ou erosao dos solos, sendo estas
de origem aloctone, como também podem ser produzidas diretamente no meio
aguatico por decomposicdo de constituintes celulares de organismos aquaticos

nativos, sendo estas de origem autéctone (ROMAO et al., 2003).
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As substancias humicas aquaticas (SHA) podem ser extraidas utilizando
diferentes metodologias. A extracdo das SHA é operacional, podendo-se ainda,
dependendo do estudo, realizar o fracionamento das SHA para a obtencdo de
fracbes com propriedades fisico-quimicas similares em funcéo do pH, por exemplo,
em humina (insoltvel), acidos falvicos (fracdo soltuvel) e acidos humicos (solavel
em meio alcalino e insolivel em pH menor que 2) (ROCHA; ROSA, 2003; ROSA et
al., 2005).

As SHA foram extraidas, pela primeira vez, de uma fonte na Suécia, por
Berzelius (1806). Ja a denominagéao “acido fulvico” foi introduzida por Oden (1919),
em um trabalho sobre a origem da cor nas aguas naturais (STEVENSON, 1994).
Além disso, as SHA podem ser classificadas como substancias de coloracao
escura, de natureza heterogénea, estrutura complexa e indefinida (STEVENSON,
1994; ABATE; MASINI, 2002).

Desde que foi isolada a primeira amostra de substancias humicas, € comum
aparecerem grandes interrogacfes sobre sua génese, sua estrutura quimica e sua
representatividade. Estas questdes estdo intimamente ligadas ndo s6 a
complexidade prépria das substancias humicas, mas também a variabilidade
resultante das diferentes origens e distintas técnicas de extracdo e purificacdo. A
criacdo e estabelecimento de uma estrutura molecular para as substancias
hamicas é tema controverso.

Um novo modelo para as SHA foi proposto por Piccolo (2007) no qual estas
substancias sdo descritas como associacfes supramoleculares de moléculas
heterogéneas relativamente pequenas, associadas por interacbes mais fracas
como as de Van der Waals, m — m, CH- = e pontes de hidrogénio e ndo por ligacdes
covalentes. Segundo o mesmo autor, os acidos humicos (AH) s&o originados,
principalmente, pela associacdo de compostos hidrofobicos, que sdo estaveis em
pH neutro devido as forcas dispersivas hidrofobicas (Van der Waals, m — w, CH- m).
Com a diminuicdo do pH, ocorre aumento progressivo da estrutura molecular dos
AH, através das interacdes por pontes de hidrogénio, até ocorrer sua floculacdo em
baixos valores de pH. Ja os acidos fulvicos (AF), sédo originados, principalmente,
pela associacdo de pequenas moléculas hidrofilicas que apresentam grupos
funcionais &cidos, os quais mantém seus constituintes soliveis em qualquer faixa
de pH.
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As SHA representam a principal classe de complexantes naturais e devido a
complexidade da MON, os estudos de complexa¢do com ions metélicos tém sido
conduzidos especialmente com as SHA, por estas serem capazes de alterar sua
mobilidade, biodisponibilidade e consequente toxicidade (ROCHA; ROSA, 2003,
2004; OLIVEIRA et al., 2006; TONELLO et al., 2007; ELBISHLAWI; JAFFE, 2015).

Essa afinidade das SHA por metais traco se deve ao fato dessas
substancias serem constituidas por diversos sitios ionizaveis provenientes de
grupos quimicos como fenolicos e acidos carboxilicos, os quais sdo considerados
0s principais sitios de complexacdo nos acidos humicos e fulvicos. Vale a pena
ressaltar que o comportamento da MON/SHA com os metais tragco depende da
estabilidade do complexo formado, quando sdo complexos de ligagdes fortes, por
exemplo, ndo exerce nenhuma toxicidade. Essa estabilidade, depende do namero
de &tomos que formam a ligacdo com o metal, a natureza e a concentracdo do ion
metdlico, concentracdo da MON, pH e tempo de complexacdo (ROCHA; ROSA,
2003).

Considerando o amplo conjunto de fatores (pH, forca ibnica, temperatura,
tipo e concentracéo de ligantes, potencial redox, etc) que exercem influéncia sobre
a matéria organica natural e as SHA e o0 qudo complexa e variavel pode ser sua
composicdo, o entendimento dos mecanismos pelos quais estas interferem nos
ciclos e destinos finais dos poluentes tem sido foco de diversos estudos em
ambientes aquaticos (ROCHA; ROSA., 2003; 2004; OLIVEIRA et al.,, 2006;
ELBISHLAWI; JAFFE, 2015; MONTEIRO et al., 2016).

2.2.Descricao da complexacdo de metais traco com ligantes em sistemas

aguaticos

Como descrito anteriormente, o ion metalico pode formar ligagbes com
diversos tipos de ligantes, conhecer a natureza de sua complexagdo em solucéao,
com especial atencdo a cinética das reacbes € interessante para um maior

entendimento do seu comportamento e distribuicdo na coluna d’agua.
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Considerando que um ion metalico M pode: (i) se associar reversivelmente
com um ligante L para formar um complexo ML eletroinativo e (ii) ser reduzido a

M®, em um eletrodo, teremos o seguinte esquema:

ka
M + LS ML
ne |1 kq

MO

onde k, e k; sdo as constantes de velocidade de formagédo e dissociacdo do

complexo, respectivamente, e as cargas das espécies foram omitidas para
simplificar. O equilibrio termodindmico em solucdo entre o metal e o ligante &

descrito pela constante de estabilidade, K:

K _Ka _ Cm1L

= Xy CuCy Equacao 1

Em matrizes ambientais, € comum considerar a situacdo de excesso de
ligante, isto €, a condicdo em que a concentracéo total de ligante é muito superior a
concentracdo total do metal (BUFFLE, 1988). Isso decorre do fato, de que as

solugbes/amostras de interesse, geralmente apresentam concentracdes de metais
a nivel tragco. A aproximagdo sera que ¢, >> Cy 7 levando a c;, > ¢y, logo
C, = ¢,y tanto no volume da solugédo ou na superficie do eletrodo. Neste caso,

podemos considerar a concentracdo do ligante constante e definir uma nova

constante de ligagdo como:

K'=Kc,, = CCM—L Equagéo 2
M

onde, C . e Cyrrepresenta a concentragao total do ligante e do metal na solugéo
respectivamente e:

e (; éaconcentracdo do ligante livre na solugéo;

e (y €éaconcentragdo do metal livre na solugéo;

e () € aconcentracdo do complexo na solucao;

e { otempo.
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2.2.1. Mecanismo de Eigen

Os ions metalicos sdo um caso particular dentro da cinética quimica, pois &
regido por um mecanismo caracteristico designado por mecanismo de Eigen
(EIGEN; TAMM, 1963). Este vem sendo utilizado por mais de meio século, para
descrever a cinética de complexacdo dos ions metdalicos em sistemas aquosos
sendo composto por duas etapas principais: (i) formacdo de um complexo
precursor na esfera externa de coordenacgéo (do inglés, outher sphere (0s)); (ii)
posterior liberagdo da molécula de agua da esfera interna (do inglés, inner sphere
(is)) com entrada do ion metélico, para formar uma ligacdo de coordenacdo com o

ligante, como descrito nas equacdes 3 e 4.

K&
M(H,0)%" + L~ & M(H,0), o Lt Equagéo 3
KgS
Kis
M(H,0)¢ o L™ 5 M(H,0)sL* + H,0 Equacéo 4
KS

onde KJ° e K3° sdo as constantes de formacgdo e de taxa de dissociagcdo para o
complexo de esfera externa, M(H,0)s ¢ L*; K e K. sio as constantes de
velocidade para a substituicdo da molécula de H,0 por L~ no complexo da esfera
interna, e vice -versa, respectivamente.

A etapa limitante da velocidade para a formacdo do complexo de esfera
interna M(H,0)¢ » LT é a perda de uma molécula de agua da esfera interna. A
constante de velocidade é geralmente nomeada como k,, e assim, K= k,,. O valor
de k,, € independente do ligante L e a Tabela 1 mostra alguns valores de metais
gue podem ser encontrados na literatura (MARGERUM et al., 1978).



37

Tabela 1- Valores de constantes de velocidade de perda da molécula de dgua da esfera
interna de coordenacao para o Al, Ca, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb e Zn.

fon Metalico k, (s™) Faixa de valores
Pb?* 7x10°
Hg* 2x10°
cu®* 1x10° (0,2-5)x10°
ca® 6x10° (0,5-9)x10°8
cd? 3x10° (1-5)x10°®
Zn?* 7x10’ (3-50)x10’
Mn#* 3x10’ (0,4-5)x10’
Fe”* 4x10° (1-4)x10°
Co?* 2x10° (0,2-2)x10°
Ni?* 3x10* (1-4)x10*
Fe® 2x10? (2-200)x102
AP 1 0,2-16
cr 5x107’ (4-6)x10”’

Na formacao sucessiva de complexos M(H,0),L, etc., o valor de k,, torna-se
dependente da natureza do ligante e geralmente aumenta com a diminuicdo do
namero de moléculas de agua presentes na esfera interna (MARGERUM et al.,
1978).

Por outro lado, a formacdo dos complexos de esfera externa é puramente
eletroestatica sendo que as constantes de velocidade para a formagéo/dissociacédo
do complexo na esfera externa sdo procedentes de U (energia da interacao
eletrostatica adimensional) e das mobilidades do M(H,0)%* e L™, representadas por
seus respectivos coeficientes de difusdo (MARGERUM et al., 1978).

Como k,, é geralmente muito menor que Ké’s a constante global, k,, para a

formacédo do complexo de esfera interna a partir de M(H,0)4 e L™ pode ser escrita

como:.

k, = K%k, Equagdo 5
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2.3.Técnicas analiticas para analise de especiacao

Em paralelo ao desenvolvimento tedrico em especiacdo de metais traco foi
observado nos ultimos anos um progresso em relacdo ao desenvolvimento de
meétodos e técnicas analiticas que possibilitassem a separacdo e quantificacdo das
espécies de interesse, ou ainda técnicas que permitissem a especiacao direta nas
amostras de aguas. A escolha do método ou técnica adequada ao estudo em
especiacdo deve levar em consideracdo alguns critérios como: interferéncia da
matriz, sensibilidade, tempo de andlise, disponibilidade de equipamento, exatiddo
e/ou preciséo e custo.

Pesavento et al. (2009) apresentaram uma revisdo sobre métodos/técnicas
analiticos de determinacdo de concentracdo de ions metdlicos livres, fracdo de
espécies labeis e capacidade de complexacdo em aguas naturais. Esta revisao
separa as técnicas que permitem a separacdo das espécies para posterior
quantificacdo, como exemplo, as técnicas de gradiente difusivo em filmes finos (do
inglés, Diffusive Gradient in Thin Films-DGT), de membrana Donnan (do inglés,
Donnan Membrane Technique-DMT) e permeacdo em membrana liquida (do
inglés, Permeation Liquid Membrane-PLM), das técnicas eletroanaliticas que
compreendem a voltametria de redissolucdo anddica (do inglés, Anodic Stripping
Voltammetry-ASV), voltametria de redissolugdo competitiva por troca de ligante (do
inglés, Competitive Ligand Exchange-Stripping Voltammetry- CLE-SV),
cronopotenciometria de redissolucdo (do inglés, Stripping Chronopotentiometry-
SCP), redissolucdo nernstiana na auséncia de gradientes (do inglés, Absence of
Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping-AGNES) e microeletrodo integrado a
gel (do inglés, Gel Integrated Microelectrode-GIME-VIP), e ainda técnicas
cromatograficas como a cromatografia de troca ibnica e o emprego de resinas
complexantes.

No entanto, a maioria das técnicas apresentadas nesta revisdo precisa de
algum tratamento prévio (eliminar a matéria organica e/ou pré-concentrar as
espécies), para a posterior quantificagdo das espécies, o qual pode ocasionar
alteracdes na representatividade da amostra original.

Neste trabalho optou-se em utilizar para os estudos de especiacdo 0s
métodos eletroanaliticos porque estes apresentam requisitos como sensibilidade e
seletividade adequada e custo moderado.
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2.3.1. Técnicas eletroanaliticas de redissolucéo

Andlise de redissolugdo é um método analitico que utiliza uma etapa de
elétrolise no interior da solucdo para reducdo (pré-concentracdo) de um metal a
partir da solugdo para o pequeno volume de um eletrodo (uma gota pendente ou
um filme fino) de mercurio. Apés esta etapa de deposi¢cdo, o metal € reoxidado a
partir do interior do eletrodo, sendo a sua quantificacdo efetuada utilizando uma
técnica eletroquimica adequada. Se as condi¢Ges hidrodinamicas durante a etapa
de pré-eletrolise forem mantidas constantes e efetuando uma calibracdo adequada,
este conjunto de técnicas pode ser usado para determinar concentracdes de metais
em solugdes com limites de deteccdo muito baixos, da ordem de nmol L™ (MOTA et
al., 1995).

A grande vantagem do método, em comparacdo com a analise voltamétrica
direta na solucédo original, € a pré-concentracdo do material a ser analisado sobre
ou no interior do eletrodo (por fatores de 100 a > 1000), de modo que a corrente de
redissolucdo € menos perturbada pelas cargas ou correntes de impurezas
residuais. A técnica € especialmente Gtil para a analise das solu¢cées muito diluidas
(<107 até 10 mol L™).

O eletrodo de mercurio utilizado em analise de redissolugdo pode ser um
eletrodo de gota de mercuario convencional (HMDE, do inglés Hanging Mercury
Drop Electrode) ou um eletrodo de filme de mercurio (MFE, do inglés, Mercury Film
Electrode). Uma vez que o MFE tem um volume muito menor e uma area maior do
que o HMDE apresenta uma sensibilidade mais elevada. Além dos eletrodos de
mercurio, eletrodos soélidos (por exemplo, Pt, Ag, C) sdo usados com menor
frequéncia, sem mercurio para ions que ndo podem ser determinados pelo

mercurio (por exemplo, Ag e Au).

2.3.1.1. Cronopotenciometria de redissolucdo (SCP)

A literatura revela que a voltametria de redissolu¢do anddica (VRA) € uma
excelente técnica para determinar as concentragdes de metais traco em solugéo,
porém, na presenca de agentes complexantes organicos podem sofrer

interferéncias que dificultam a analise (BUGARIN et al., 1994).
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As medidas em VRA sao sensiveis a adsorcdo de substancias organicas
podendo afetar significativamente o sinal dos ions metélicos. A magnitude deste
efeito varia de acordo com o parametro de escala de tempo relevante (como
derivados de taxa de varredura e/ou frequéncia de modulacdo nas seguintes
técnicas: voltametria de redissolucdo de corrente continua (do inglés, Direct
Current Stripping Voltammetry- DC-SV); voltametria de pulso diferencial (do inglés,
Differential Pulse Stripping Voltammetry- DP-SV) e a voltametria de onda quadrada
(do inglés, Direct Current Stripping Voltammetry- SW-SV)), sendo que os modos de
escala mais curtos de tempo (DP e SW) sdo mais fortemente afetados.

InUmeras estratégias tém sido desenvolvidas para resolver a interferéncia de
adsorcao, as mais comuns envolvem alguma modificacdo da superficie do eletrodo,
tipicamente a aplicacdo de um revestimento de polimero (por exemplo, Nafion®).
No entanto, € muito dificil de modificar a superficie do eletrodo, de forma
reprodutivel e bem caracterizado. Procedimentos de troca de meio também tém
sido testados, mas na préatica € extremamente dificil obter dados confiaveis e
reprodutiveis com esta abordagem. Outro fator que complica é a avaliacédo
experimental da extensdo da labilidade dos complexos, exigindo uma variacao
eficaz da escala de tempo da técnica muitas vezes longa.

Para resolver muitos destes problemas, foi desenvolvida a
cronopotenciometria  de redissolucao (SCP, do inglés, stripping
chronopotentiometry) que tem a mesma etapa de deposicdo descrita para a
voltametria de redissolucdo anddica (VRA), mas a quantificacdo do metal
acumulado é feita através da aplicacdo de uma corrente de reoxidagcdo constante,
I;, e o sinal analitico é o tempo necessario para a reoxidacdo (o tempo de
transicdo, ) (TOWN; VAN LEEWEN, 2001).

Assim, para um dado tempo de deposicéo, o sinal pode ser aumentado por
utilizacado de uma corrente de reoxidacdo menor. O limite para este aprimoramento
vai ser, no entanto, determinado na prética pela presenca de impurezas redox
ativas, tais como o oxigénio.

O sinal analitico em SCP é uma variacdo do potencial, E, em funcédo do
tempo. O declive desta curva, na auséncia de um processo faradaico, €

determinado pela capacitancia do eletrodo de camada dupla, este declive é

D~

modificado na presenca de espécies adsorvidas. Logo, a forma correta
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determinar os tempos de deposicdo da &rea sob os picos no plot entre dt/dE
versus E. Usa-se a notacéo dt/dE para denotar o inverso do tempo e a derivada do

potencial (que € o sinal medido).

e SCP: a importancia da deplecao completa

Uma das caracteristicas mais interessantes da SCP é utilizar uma corrente
de reoxidacdo suficientemente pequena para obter a deplecdo completa na etapa
da reoxidacéao. Isto permite simplificar o tratamento tedrico (pois ndo existe camada
de difusdo dentro do eletrodo) e evitar muitos dos problemas de adsorgcéo de
matéria organica a superficie do eletrodo que tendem a distorcer os sinais das
técnicas voltamétricas (TOWN; VAN LEEWEN, 2002).

Deste ponto de vista os eletrodos de filme fino de mercurio (MFE) sdo muito
atrativos para usar com estas técnicas, pois neste eletrodo, o metal € transportado
rapidamente para a superficie durante a reoxidagcdo, de maneira que as medidas
sdo realizadas quase sempre em condicfes de deplecdo completa.

Do ponto de vista teérico as equacfes durante a deposi¢cdo e o numero de
mols dos ions metalicos amalgamados sdo dadas (TOWN; VAN LEEWEN, 2001).
por:

n.mol depositado = I;t4 /nF Equac&o 6
E o nimero de mols reoxidados é dado por:
n.mol reoxidado = It /nF Equagdo 7

onde I; é a corrente de redissolugdo/reoxidacdo t* é o valor limite para o
tempo de transicdo obtido por potenciais de deposicdo muito maiores que O
potencial padrdo, E; > E°. No modo da deplecdo o nimero de mols depositado é

igual ao numero de mols reoxidados e o tempo de transicao limite € dado por:
=1ty /1 Equacdo 8

representando o balanco de carga para a deplecao completa.
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Teoricamente, T deveria aumentar continuamente a medida que [s diminui. No

entanto, quanto menor for Is maior serd a competicdo por agentes oxidantes
presentes na solugcdo como o0 oxigénio. Monteiro et al., (2016) utilizando um
eletrodo MFE (&rea superficial de 9,6 mm), corrente de redissolucéo de 2,5x10°A,
e tempo de deposicdo 45s encontraram 1,6x10° mol L™, como a concentracéo
minima detectavel de Cd total em amostras de aguas naturais de rios, que € similar
ao encontrado em medidas feitas com DP-SV seguindo a mesma metodologia.

Um seguimento natural do desenvolvimento de SCP foi a aplicacdo de SCP
por etapas, isto €, a SCP para a varredura de potencial de deposicdo (SSCP, do
inglés scanned deposition potential), como uma abordagem para a determinacgéo
dos parédmetros de especiacdo de metais, além de ser capaz de fornecer
informacgé&o tanto sobre a natureza dinamica, quanto sobre a heterogeneidade dos
complexos metalicos (TOWN; VAN LEEWEN, 2003). As curvas de SSCP séo
construidas a partir de uma série de experimentos a diferentes potenciais de
deposigdo, E; e representando os tempos de transicdo em fungdo dos potenciais
de deposicéo (“pseudopolarograma”). A principal vantagem da utilizacdo da SSCP
€ a possibilidade de determinar as constantes de associacdo/dissociacdo do
sistema em estudo, contanto que o coeficiente de difusdo do ligante seja
conhecido.

A Figura 1 exemplifica duas curvas de SSCP, uma onde sé existe o ion
metélico (t M) e outra em presenca de ligantes complexantes (t M+L). Pode-se
observar que a presenca dos ligantes ocasiona um decréscimo na intensidade do
sinal do ion metalico. Esse decréscimo varia de acordo com a afinidade dos
ligantes pela espécie metalica e das condicbes experimentais (pH, forca idnica e

concentracéo e tipo do ligante, por exemplo).
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Fonte: Paulo Pinheiro

Figura 1- Exemplo de curva de SSCP na (¢) auséncia do ligante, M, e (A) na presenca do
ligante, M+L, indicando a variacdo do potencial de deposic¢éo, E4 1, € tempo limite, 7.

2.3.1.2. Técnica de redissolucdo nernstiana na auséncia de gradientes (AGNES)

AGNES € uma técnica eletroquimica de redissolucdo utilizada para a
determinacao direta da concentracdo de metal livre, consistindo em duas etapas
sequenciais: a primeira etapa é a deposi¢éo e a segunda é a reoxidacao do metal.

Na etapa de deposicdo se aplica um potencial préximo do potencial de
reducdo padréo do metal e espera-se até atingir o equilibrio termodindmico entre o
metal amalgamado e o interior da solugéo (a concentragdo acumulada depende
apenas de cj; (concentragcdo de ion metalico no interior da solugdo) e é
independente de qualquer outra caracteristica do meio, como a complexagédo ou
adsorcao eletrolitica (assumindo a existéncia de uma quantidade suficientemente
grande de eletrdlito de fundo amortecendo a forca ibnica, de modo que as
atividades e concentracfes sdo sempre proporcionais), por causa do equilibrio de
Nernstian prescrito pela Eq. (9). No fim da etapa de deposicdo, obtém-se a razéo
entre 0 metal amalgamado e em solugcéo segundo a equagédo (GALCERAN, et al.,
2004):
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Equacao 9

*

CM,amal -nF(E,—E°
Y _ amalg — exp [ ( 1 )
m

- RT

onde Y representa o ganho (ou fator de pré-concentracdo), Cuy gmaig € @

concentragdo de metal amalgamado, ¢y, € a concentracdo de fon metélico no
interior da solucéo, E° é o potencial de reducdo padréo do metal e E; o potencial de
deposicdo aplicado ao eletrodo, R € a constante dos gases, F a constante de
Faraday, n € o nimero de elétrons envolvidos no processo de reducéo/oxidacéo e
T a temperatura.

Na segunda etapa se reoxida o metal amalgamado com intuito de medi-lo e
o tempo de reoxidagdo () é diretamente proporcional a CM,amalg- Nesta etapa, o
metal amalgamado € quantificado usando uma cronopotenciometria de
redissolugdo anddica tendo E; como potencial inicial (PARAT et al., 2011), que

resulta no sinal obtido que é diretamente proporcional a concentracdo de ion

metalico no interior da solucéo:
Sinal =Y. ¢y, Equacéo 10

Dessa forma, AGNES funciona de uma forma analoga a um eletrodo de ions
seletivo (EIS) permitindo a determinacdo direta do valor do ion metélico livre na
solugdo, mas com um limite de deteccdo da ordem de nM (para tempos de
deposicdo de 1 a 2 min em eletrodos de filme de Hg) caracteristico das técnicas
eletroquimicas de redissolucdo anodica (GALCERAN, et al., 2004; PARAT et al.,
2011). Alem disso, conhecendo o valor do metal livre na solugéo e o balanco de
massa para o metal é simples obter o valor da constante de estabilidade K.

Esta técnica ja foi aplicada com bons resultados, por exemplo, na
modelagem de chumbo (Pb?) com a matéria organica isolada de sistemas
aguaticos urbanos (PERNET et al., 2011) mas é especialmente interessante para
medidas de zinco (Zn), metal para o qual ndo existe um EIS comercial (CHITO et
al., 2012).

Como vantagens, AGNES apresenta uma boa seletividade, um baixo limite
de deteccdo (nmol L™) e é indiferente & adsorcdo de matéria organica na superficie

do eletrodo, porém, poucos metais formam amalgama com o mercurio (cobre,
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cadmio, chumbo, zinco, indio, talio, bismuto, estanho). A principal desvantagem da
AGNES é o tempo de duracdo da etapa de deposi¢cdo necessério para atingir o
equilibrio, que pode requerer tempos de andlise muito elevados até se atingir o
equilibrio na etapa de deposicdo (de minutos a horas) com a diminuicdo da
concentracdo (GALCERAN et al, 2004), no entanto, isto pode ser atenuado pelo
uso de um eletrodo de filme fino de mercurio.

Outra abordagem utilizada para estudar a especiagdo de metais traco em

aguas naturais é a ultrafiltracdo em fluxo tangencial, descrita a seguir.

2.4.Ultrafiltracdo em fluxo tangencial (UFT)

A ultrafiltracdo em fluxo tangencial (UFT) € uma técnica que permite separar
compostos em funcdo do tamanho molecular. E € um dos métodos citados na
literatura capaz de discriminar a concentracdo do “metal livre" (M), para isso, 0
procedimento é geralmente realizado com uma membrana de pequena porosidade,
como por exemplo, 1 kDa, para distinguir a espécie livre das coloidais (substancias
dissolvidas com tamanhos maiores que 1kDa retidas na membrana, por exemplo
as substancias humicas). As espécies metalicas quantificadas no ultrafiltrado,
fracdo (<1kDa), sdo geralmente definidas como “livres”, embora os cétions
metalicos presentes nesta fracdo possam também estar complexados a pequenos
ligantes organicos ou inorganicos que apresentam tamanho suficientemente
pequeno para atravessar a membrana (BURBA et al., 1994; MONTEIRO, et al.,
2016).

A UFT é uma técnica atrativa por ser simples, dispensar o uso de reagentes,
minimizando, assim, possiveis contaminacdes e alteracdes na representatividade
original da amostra, e de baixo custo (ROMAO; ROCHA, 2005). Além disso, a UFT
pode ser utilizada também em estudos de fracionamento molecular das diversas
matrizes (MON, SHA, acidos hamicos (AH) e falvicos (AF)) (SARGENTINI et al.,
2001; WATANABE et al., 2017).

Como estas matrizes podem ser constituidas por diferentes compostos de
diferentes tamanhos, o fracionamento molecular que é um procedimento baseado
no tamanho molecular (com uso de membranas de diversos tamanhos, variando de

100 a 1 kDa) permite diminuir a heterogeneidade e a complexidade da matéria
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organica, facilitando, assim, a compreensdao do comportamento e distribuicdo dos
ions metalicos nessas matrizes a partir de suas fracdes (SARGENTINI et al., 2001;
ROCHA; ROSA, 2003).

Os resultados obtidos por Sargentini e colaboradores (2001) demonstraram
que o fracionamento possibilitou separar e concentrar as SHA extraidas de
amostras de 4guas coletadas no rio Negro-AM em seis fragcbes com diferentes
tamanhos moleculares: F1: >100, F2: 50-100, F3: 30-50, F4: 10-30, F5: 5-10 e
F6 < 5 kDa. Sendo a distribuicdo de carbono encontrada descrita como F6 > F2 >
F3 > F1 > F4 > F5 e a maior porcentagem dos ions metalicos originalmente
presentes nas SHA esteve complexada na fracdo F2.

Vale ressaltar que a ultrafiltracdo € um método de separacédo e que para a
determinacdo das espécies livres de interesse no ultrafiltrado se faz necessario
uma técnica analitica para esse fim, que pode ser tanto uma espectroanalitica
(espectrometria de absorcdo atdmica com atomizagdo em forno de grafite (GF
AAS) e/ou espectrometria de emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES)) ou uma eletroanalitica, logo o limite de detec¢éo estara relacionado a

técnica escolhida.

2.5. Cadmio e chumbo no ambiente

Sabe-se que ions metalicos como cobre, ferro, manganés e zinco sédo
micronutrientes essenciais em processos de funcéo fisiolégica para a maioria dos
seres vivos (OTERO et al., 2015). J& os elementos considerados mais perigosos
para a saude humana e meio ambiente sdo o chumbo, cadmio, mercurio e arsénio.
Estes ions tém sido amplamente estudados e o0s seus efeitos nos humanos
regularmente revistos por 0rgaos internacionais como a organizacdo mundial de
saude (OMS) (JARUP, 2003).

Neste trabalho, os estudos de especiacdo e interagdo com a matéria
orgénica serdo realizados com o cadmio e chumbo. Estes metais traco foram
escolhidos particularmente, por serem considerados elementos potencialmente
toxicos ao meio ambiente, seres humanos e animais, bem como, por nao

possuirem nenhuma funcéo fisiolégica no organismo, além de formarem amalgama
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com os eletrodos de filme de Hg, permitindo sua deteccdo por AGNES e SCP
(MOREIRA; MOREIRA, 2004; SHUJUN, et al., 2014).

2.5.1. Cadmio

O cadmio (Cd) € um metal traco encontrado na natureza associado a sulfitos
de minérios de zinco, cobre e chumbo (CETESB, 2012). E considerado um metal
potencialmente toxico, ndo apenas pelos altos niveis de toxicidade, mas também
devido a sua ampla distribuicdo e aplicacao industrial, podendo ser encontrado em
alimentos, agua e ar. Emissdes de cadmio aumentaram de maneira drastica
durante o século 20, pois os produtos contendo Cd sdo raramente reciclados, e por
causa disso, muitas vezes sao descartados junto com o lixo doméstico. A principal
fonte de exposicdo ao cadmio em seres humanos é o tabagismo, bem como
ingestdo de alimentos contaminados por fertilizantes agricolas, esgotos e
deposicao atmosférica (JARUP et al., 2000; KIPPLER et al., 2012).

O Cd(Il) pode bioacumular em plantas aquaticas, invertebrados, peixes e
mamiferos causando danos renais e aos 0ss0s, sendo considerado cancerigeno
pela agéncia internacional de pesquisa em cancer (CETESB, 2012). Estes danos a
salude sao ocasionados devido a afinidade do cadmio por estruturas bioldgicas
contendo grupos tidis, como por exemplo, proteinas, enzimas e acidos nucléicos
(MERCE et al., 2003).

Os valores maximos permitidos de Cd total em agua potavel e 4guas doces
estabelecidos pela legislagdo brasileira (Portaria 2914/2011 e CONAMA n°
357/2005), s&o 0,005 e 0,001-0,01 mg L™, respectivamente.

2.5.2. Chumbo

O chumbo (Pb) € um elemento de ocorréncia natural geralmente associado a
minérios, principalmente aqueles que contém zinco, sendo amplamente utilizado
pelas industrias de baterias, tintas, corantes e cosméticos (CETESB, 2012). A sua
presenca em ambientes aquaticos € proveniente da deposicdo atmosférica, da

lixiviagdo do solo e do descarte direto do contaminante (JARUP, 2003).
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O Pb é considerado um metal potencialmente toxico na sua forma dissolvida,
principalmente na forma iénica, Pb(ll), pois assim encontra-se mais disponivel para
ser assimilado pela biota aquética, mesmo quando encontrado em baixas
concentragbes. No entanto, em sistemas aquaticos, apenas uma pequena fracao
do Pb esta dissolvida na agua, visto que a maior parte do metal encontra-se
particulado e ligado a outros compostos, como por exemplo, as substancias
hamicas. Este fato confere ao Pb pouca mobilidade e biodisponibilidade (NORDEC,
2003).

O efeito do chumbo na saude humana depende da intensidade e duracao da
exposicao. As principais vias de exposicédo da populagéao geral ao chumbo séo oral
e inalatoria (CETESB, 2012). As concentracbes maximas estabelecidas pela
legislacdo brasileira de Pb em agua potavel e aguas doces, sdo de 0,01 e 0,01 a
0,033 mg L™, respectivamente (Portaria 2914/2011 e CONAMA n° 357/2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver métodos eletroanaliticos utilizando as técnicas SCP e AGNES
capazes de determinar a concentracdo total e livre de cadmio diretamente em
amostras de aguas naturais dos rios Sorocabinha e Itapanhaud, que possibilitem
uma futura aplicacdo on-site. E avaliar a influéncia das substancias humicas
aguaticas extraidas dos rios Sorocabinha e Itapanhal nas interacdes do Cd(ll) e
Pb(Il) utilizando AGNES.

3.2.0bjetivos especificos

» Caracterizar as amostras de aguas dos rios Sorocabinha e Itapanhau
coletadas em duas esta¢cdes do ano (seca e chuvosa) em 2014, em funcéo
dos parametros de qualidade de agua, quantidade e qualidade do carbono
organico dissolvido e metais originalmente presentes, para identificar as

principais diferencas entre os dois rios;

» Extrair as substancias humicas e suas fracdes, acidos falvicos (AF) e
hamicos (AH), das aguas dos rios Sorocabinha e Itapanhal seguindo o
método recomendado pela sociedade internacional de substancias humicas
(do inglés, international humic substances society — IHSS) e caracteriza-las
por meio da andlise elementar e RMN *3C, a fim de investigar se ha
diferencas significativas da composicado estrutural entre as substancias

hamicas e suas fracdes AF e AH;

> Realizar o fracionamento molecular das substancias himicas e suas fracdes
(acido humico e acido fulvico) extraidas do RS e RI utilizando a ultrafiltracao
em fluxo tangencial com membranas de tamanhos de 100, 30, 10, 3 e 1 kDa

e comparar com o fracionamento da sua amostra in natura correspondente,
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além de avaliar a distribuicdo do carbono organico e dos metais

originalmente presentes nessas amostras, nas diferentes fragdes obtidas;

Validar o método de AGNES proposto para a quantificacdo de cadmio livre
nas amostras e agua in natura através de experimentos usando a
ultrafiltracdo em fluxo tangencial com membrana de 1kDa e o método de
SCP proposto para a quantificacdo do cadmio total diretamente nas
amostras de aguas in natura e ultrafiltradas acidificadas dos rios Itapanhau e

Sorocabinha, com os resultados obtidos por GF-AAS;

Avaliar as principais diferencas das interagcbes de Cd(ll) e Pb(ll)
determinados por AGNES, com os &cidos fulvicos e humicos extraidos das
adguas dos rios Sorocabinha e Itapanhal levando em consideracao fatores
como origem do material, sazonalidade e diferentes condi¢des de pH.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Area de estudo e amostragem

Duas éareas de estudo, rio Itapanhal (latitude 24°41'59" e longitude
47°35'43.68) e Sorocabinha (latitude 23°50'23"e longitude 46°08'21") (Figura 3),
foram escolhidas a fim de investigar e comparar a influéncia de ambientes
diferentes, na formacdo da matéria organica natural (MON) e sua interagdo com o

Cd(Il) e Pb(Il). Afim de avaliar a influéncia da sazonalidade na MON nas aguas dos

no periodo seco (novembro/ 2014).

naturais em duas esta¢des do ano, uma no periodo chuvoso (margo/ 2014) e outra

Fonte: IBGE

rios Sorocabinha e Itapanhal foram coletados (~200 L) de amostras de aguas
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Fonte: Autoria propria
Figura 2- Mapa do Estado de S&o Paulo indicando a localizagdo dos pontos de
amostragem os rios Sorocabinha e Itapanhad.
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O rio Itapanhal esti localizado no Parque Estadual da Serra do Mar,
situando-se na 7" Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos, municipio de
Bertioga-SP e exerce papel fundamental no desenvolvimento econémico das
comunidades locais (atividades de pesca), no turismo e na agricultura
(GOVEIA et al., 2011).

O rio Sorocabinha situa-se no municipio de Iguape-SP, e € um dos afluentes
do rio Ribeira de Iguape, localizado préximo a Estacdo Ecoldgica da Jureia,
situando-se na 112 Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos - Ribeira do
Iguape-litoral Sul (GOVEIA et al., 2011).

Esses rios foram escolhidos por apresentar altas concentracdes de carbono
organico dissolvido (COD), o que pode ser observado pela coloracdo amarela-
castanho das aguas coletadas na Figura 3. Uma das principais caracteristicas que
difere um ambiente do outro € que o rio Sorocabinha sofre influéncia da maré por
estar mais proximo ao mar (1,49 Km - distancia em linha reta até o mar) comparado
com o rio Itapanhal que esta a 2,9 Km (distancia em linha reta até o mar), valores

aproximados.

Fonte: autoria propria.

Figura 3- Pontos de amostragem (a) rio Itapanhau e (b) rio Sorocabinha.
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As amostras foram coletadas na camada superficial, utilizando recipientes de
polietileno de 50 L previamente limpos. Antes da coleta os recipientes foram
lavados duas a trés vezes com a 4gua a ser amostrada, apOs coleta estas
amostras foram levadas ao laboratorio, armazenadas a 4°C até a analise. Todos 0s
procedimentos de coleta, conservacdo e analise obedeceram as metodologias
descritas no standard methods (AMERICAN, 2005).

4.2. Caracterizacdo das aguas in natura dos rios

4.2.1. Qualidade da Agua

A qualidade da agua foi avaliada a partir das medidas in situ, de pH,
condutividade e oxigénio dissolvido (OD), utilizando uma sonda multiparametro da
marca Hanna modelo HI9829, previamente calibrada, bem como, por meio das
andlises de fosforo total (PT), nitrogénio total (NT), cloreto (CI), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), turbidez e cor (todas realizadas em laboratério e em
triplicata). A analise de PT e CI foram realizadas seguindo procedimento do
método 4500-P e 4500 CI'B, descritos no standard methods (AMERICAN, 2005). O
NT foi determinado por meio do método 10071 (digestdo com persulfato- Kit da
marca Hach). A DBOs foi obtida pela diferencga entre o OD inicial medido in situ e o
OD realizado no laboratério ap6s 5 dias da coleta. A turbidez e a cor foram

medidas em um turbidimetro e medidor de cor da marca Quimis, respectivamente.

4.2.2. Determinagdo do carbono orgéanico dissolvido (COD)

Para a determinagcdo do carbono orgéanico dissolvido (COD), as amostras
foram previamente filtradas em membranas de nitrato de celulose da marca
Millipore de 0,45 pm, acidificadas com H3PO,, armazenadas em frascos ambar e
deixadas sob refrigeracédo. As concentragcdes do COD foram medidas em triplicata,
pela combustdo da amostra a 800°C em um analisador de carbono da marca
Analytik Jena Multi modelo N/C 3100.
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4.2.3. Espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As medidas de absorbancias nos comprimentos de onda 254 e 436 nm
foram realizadas no espectrofotbmetro da marca Varian modelo Cary 50 usando
cubetas de quartzo de 1 cm, nas amostras filtradas em membranas de nitrato de
celulose da marca Millipore de 0,45 uym. A agua ultrapura (18,2 MQ.cm, Millipore)
foi utilizada como branco (ELBISHLAWI; JAFFE, 2015).

4.2.4. Determinacdo das fracdes do metal total, dissolvido e livre presentes

originalmente nas aguas dos rios Sorocabinha e Itapanhau

As fracdes do metal total e dissolvido originalmente presentes nas aguas dos
rios Sorocabinha e Itapanhau, foram obtidas apds a digestédo acida (em triplicata),
das amostras in natura bruta (representando a concentracdo do metal total - MT) e
das amostras previamente filtradas em membranas de nitrato de celulose de
0,45 um, para obtencédo da concentragdo dos metais dissolvidos (MD), seguindo o
procedimento descrito no método 3005A da agéncia de protecdo ambiental do
Estados Unidos (do inglés, US Environmental Protection Agency - USEPA ,1992).
Os é&cidos HNOj; (65%) e HCI (37%) utilizados na digestdo foram previamente
purificados usando um destilador sub-boiling. Como alguns metais podem
encontrar-se a nivel de tracos as amostras foram pré-concentradas, com fator de
pré-concentracdo de 6, para posterior determinacao quantitativa.

Para a obtencdo da fracdo dos metais livres (M) foram realizados
experimentos utilizando um sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencial (UFT) feito
de teflon, com uma membrana de celulose regenerada de 1 kDa de 76 mm de
diametro, da marca Millipore, acoplado a uma bomba peristaltica da marca Gilson
Minipuls 3, com tubulacdo de tygon da marca Agilent (Figura 4). Apds cada
experimento, a limpeza do sistema e da membrana era realizado usando 50 mL de
NaOH (0,1 mol L) e 50 mL de HCI (0,009 mol L™). Ap6s cada etapa, o sistema foi
exaustivamente lavado com agua ultrapura (18,2 MQ.cm, Millipore), e as

membranas foram estocadas em solucao de etanol 10% na geladeira.
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 4- Sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencial utilizado para obtencéo da fracao
dos metais livres (M).

Neste sistema, cerca de 200 mL das amostras previamente filtradas em
membranas de 0,45 um foram recirculados no sistema por aproximadamente 30
minutos para a ambientacdo das amostras no sistema. Apds esse tempo, aliquotas
de 2 mL foram recolhidas, acidificadas com HNO3 1,0 mol L™ e refrigeradas para
posterior determinacdo da “fracdo livre”. Vale ressaltar, que inicialmente foram
realizadas otimiza¢cdOes para estabelecimento das condi¢des ideais de trabalho com
os sistemas de UFT a fim de minimizar e evitar possiveis vazamentos. Para isso,
as variacBes do fluxo de recirculacdo (2 mL min™) e vazdo da gota entre 9-11s
foram ajustadas e a velocidade da bomba peristéltica fixada em 6 rpm, para nao
haver variagcdo da pressao interna no sistema.

A quantificacdo dos metais nas fragOes total, dissolvida e livre foi realizada
utilizando o ICP OES (espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente
acoplado) com vista axial da marca Agilent Technologies modelo 700 series. O
meétodo otimizado no ICP OES permitiu a determinacdo multielementar de Al, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn. A Tabela 2 exibe as condi¢cdes operacionais

utilizadas no ICP OES durante as determinacdes.
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Tabela 2- Caracteristicas e condigbes operacionais utilizadas no ICP OES com vista axial
para a analise multielementar de Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn nas amostras
apos digestao 4cida.

Parametros Valores
Potencia de radiofrequéncia (W) 1100
Vazao de gas no plasma (L min ™) 15,0
Vazao de gas auxiliar (L min ™) 1,5
Vaz&o do géas nebulizador (L min ™) 0,6
Tipo de nebulizador Concéntrico (tipo Sea Spray)
Camara de pulverizacao Tipo ciclone
Al Cu Pb
(237,312) (327,395) (220,353)
Cd Fe Zn
Linhas de Emissao (nm) (214.439) (238.204) (213.857)
Co Mn
(228,615) (257,610)
Cr Ni

(267,716)  (231,604)

A Tabela 3 mostra sumariamente os limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) calculados para as fracdes do metal total, dissolvido e livre,
usando ICP OES. O LD foi calculado usando a recomendacdo da Uniédo
Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) como (3 X SDpranco /Inclinacéo
da curva) e 0 LQ = (10 X SDpranco /INnclinacéo da curva), sendo SDpanco 0 desvio
padrdo de dez medidas das intensidades de emissao das solu¢gbes do branco do
método (agua ultrapura + HCI + HNO3).
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Tabela 3- Valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo para os metais Al, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn analisados por ICP OES.

Concentracbes em (ug L™) das fracdes do metal

Total (MT) Dissolvido (MD) Livre (M)

LD LQ LD LQ LD LQ
Al 38,3 127,8 30,0 92,3 11,0 36,9
Cd 1,0 3,2 0,5 1,8 0,1 0,3
Co 1,1 3,8 1,5 4,9 0,3 1,0
Cr 0,7 2,5 0,5 3,0 0,2 0,8
Cu 0,5 1,7 0,9 3,0 0,2 0,8
Fe 76,1 243,5 28,8 95,9 0,9 3,0
Mn 0,4 1.4 0,5 1,8 0,1 0,5
Ni 3,5 11,8 6,0 19,9 0,1 3,3
Pb 15,4 51,3 15,4 51,5 1,0 3,3
Zn 13,1 43,5 10,5 34,9 2,6 8,5

4.2.5. Andlise exploratoria dos dados

O software Statistica 6.0 foi usado para aplicacdo da analise de
componentes hierarquicos (HCA) aos resultados obtidos das concentracdes dos
metais (total, dissolvido e livre). E a analise de variancia (ANOVA) de fator anico,
no intervalo de 95 % de confianca, calculada no Excel, foi aplicada ao conjunto dos
dados obtidos através dos espectros de RMN **C.

4.3. Extracdo das substancias humicas aquéticas presentes nas aguas dos

rios Sorocabinha e Itapanhau

O método de cromatografia de adsorcdo em coluna foi escolhido para a
extracdo das SHA do rio Sorocabinha e Itapanhau. Este procedimento foi proposto
por Thurman et al. (1981) e € recomendado pela IHSS. O método para extracao
possui trés etapas: (1) montagem/empacotamento das colunas; (2) passagem das
amostras pelas colunas e (3) elui¢cdo das substancias humicas retidas na coluna. O

sistema montado para a extracao esté ilustrado na Figura 5.
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O preenchimento da coluna cromatografica foi feito com a resina DAX 8 que
foi previamente purificada para a retirada de possiveis grupos hidrofilicos retidos. A
purificacdo da resina consistiu em deixa-la imersa sob agitacdo em temperatura
ambiente em solucdes de metanol por 20 minutos, HCI 0,1 mol L™ (24 horas) e
NaOH 0,1 mol L™ (24 horas). Apés cada etapa, a resina foi exaustivamente lavada
com &gua ultrapura (18,2 MQ.cm, Millipore). Com a resina purificada, as colunas
foram preenchidas até cerca de 50 a 60 % da sua capacidade, o restante foi
preenchido com agua ultrapura. Apés o empacotamento da resina, 100 mL de HCI
0,1 mol L™ foi percolado através da coluna para otimizacdo do processo de fixac&o
das SHA na resina.

Antes de iniciar a etapa 2, cerca de 150 L das amostras de agua dos rios
Sorocabinha e Itapanhal foram acidificadas com HCI 6 mol L™ até pH inferior a 2
para que as substancias humicas pudessem ser adsorvidas pela resina DAX-8. Em
seguida, foi montado um sistema com fluxo de 15 mL min™® descendente por
gravidade. Apds a saturacdo da resina, foi realizada a eluicdo do material retido
com NaOH 0,1 mol L™, para a obtencdo do extrato contendo as SHA o qual teve o
seu pH ajustado para o pH da amostra original, entre 5,5 - 6,5 para 0s extratos do
RS e 6,0 - 6,5 para os extratos do (RI). Os extratos foram mantidos sob
refrigeracdo e em frascos ambar, estas amostras foram nomeadas como

substancias humicas aquéaticas (SHA) e é constituida de acido humico e fulvico.

s NNy
Agua
do rio

pH<2 -.-E

4

Resina
DAX-8

Fonte: Autoria Propria.

Figura 5- llustracédo da extracdo das substancias humicas das aguas dos rios Sorocabinha
e Itapanhad.
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4.3.1. Extracdo e purificacdo das fracdes (acidos humicos e falvicos) presentes no

extrato das substancias humicas aquaticas

As SHA obtidas na etapa anterior foram mantidas sob refrigeracdo e em
frascos ambar. Parte desse extrato foi acidificado até pH 2 com HCI 6 mol L™ e em
seguida, centrifugado por 30 minutos a 2500 rpm, em centrifuga de bancada,
marca Nova, para a separacao dos acidos fulvicos (AF) fracao soluvel, dos &cidos
huamicos (AH). Em seguida, o AF foi percolado novamente através da coluna
preenchida com a resina DAX-8, para pré-concentracdo e eluido novamente com o
NaOH 0,1mol L. O AF eluido foi colocado em contato com uma resina catiénica
Dowex por 24 horas, para a remocao dos possiveis ions presentes ou incorporados
durante o processo. Os AH foram lavados exaustivamente com agua ultrapura
(18,2 MQ.cm, Millipore), até o teste negativo para cloretos utilizando nitrato de
prata. A Figura 6 ilustra a etapa desse procedimento também recomendado pela

IHSS. Posteriormente uma aliquota do AF e AH foi enviada para a analise do COD.

HCI
6 mol L™

Foram lavados
com H,0 até
teste negativo de

cloretos

E : Punﬁcado
0

24 h
.

Fonte: Autoria Propria

Figura 6- Procedimento de extracao e purificacao dos &cidos flulvicos e hUmicos presentes
nas substancias humicas aquaticas dos rios Sorocabinha e Itapanhad.
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4.4.Caracterizacdo das substancias humicas aquéaticas e suas fracoes

4.4.1. Composicao Elementar

A composicao elementar das amostras de SHA foi determinada em relacao
ao contetudo de carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio (CHNO). Os extratos
foram secos a 40°C em estufa com renovagdo de ar e enviadas para analise no
departamento de quimica da Universidade Federal de Sergipe. A analise elementar
dos materiais foi realizada no equipamento LECO modelo CHN628 e os resultados
foram tratados com CHNG628 software versdo 1,30. O equipamento operou com
hélio (99,995%) e oxigénio (99,99%) com temperatura do forno e pés-queima a 950
e 850°C, respectivamente. O equipamento foi calibrado com padrdo EDTA de
(41,0% C, 5,5% H e 9,5% N) utilizando uma faixa de massa entre 10 - 200 mg. O
padrdo e as amostras foram analisados utilizando 100 mg para amostras em folha
de estanho.

Os valores de C, H e N foram corrigidos pelo teor de cinzas, utilizando as
informac@es obtidas pelos dados da analise termogravimétrica. O percentual de (%

O) foi determinado conforme descrito na equacao:
%0O0=[100%—- (% C+%H+%N+%S)] Equacéo 11

%C/12
%H/1’

As razdes atdmicas foram calculadas da seguinte forma:C/H =

%C/12 0/C = %0/16

C/N - %N/14 %C/12"

4.4.2. Espectroscopia de ressonancia magneética nuclear (RMN 13C)

As andlises de RMN 13C foram realizadas no instituto de quimica da UNESP-
Araraguara, em um espectrometro da marca Bruker modelo Avance Ill 400 MHz
WB operando na frequéncia de 100,61 MHz. As amostras secas a 40°C em estufa
com renovagdo de ar, foram acondicionadas em um rotor de 4 mm e
posteriormente analisadas nas seguintes condi¢cdes experimentais: banda espectral
para polarizacdo cruzada de 20 kHz, pulso de preparacdo do proton de 3,8 us,

tempo de contato de 1 ms, tempo de aquisi¢cdo de 12,8 ms e tempo de espera para



61

relaxacdo de 500 ms. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm
(GOVEIA et al., 2011)

4.4.3. Andlise Térmica

Para a andlise termogravimétrica (TG) e analise térmica diferencial (DTA) 2
mg das amostras de SHA e AF previamente secas em estufa a 40 °C, foram
analisadas sob atmosfera de ar, com aquecimento de 25 a 1000 °C a uma taxa de
10 °C min™. As curvas de TG e DTA foram registradas simultaneamente usando o
TGA-DTA-DSC simultdneo da marca TA Instruments modelo Q600.

4.5.Fracionamento molecular das substancias humicas aquaticas e suas

fracbes

O fracionamento molecular foi realizado nas amostras de SHA, AF e AH
extraidas das amostras de agua provenientes dos rios Sorocabinha e Itapanhau
coletadas nos periodos seco e chuvoso. A concentracdo de todas as amostras
fracionadas foi fixada em 250 mg L™ de COD e o pH entre 5,5 e 6, para fins
comparativos.

O procedimento consistiu na passagem de 150 mL das amostras, por meio
do sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencial (detalhado na secao 4.2.4) com
membranas de celulose regenerada de tamanhos moleculares de 100, 30, 10,3 e 1
kDa com 76 mm de diametro. As fracdes obtidas foram avolumadas quando
necessario para 35 mL em tubo falcon com agua ultrapura (18,2 MQ.cm, Millipore).
Todo procedimento foi realizado com a velocidade da bomba em 6 rpm, controle de
pressdo/vazao recirculacdo da amostra foi fixado em 2 mL min™ e separadamente,
apesar da Figura 7 o mostrar em série.

Em cada fracéo foi determinada a concentragcdo de carbono e de metais
totais. Para a determinacdo do metal total nas fragbes obtidas, as amostras foram

acidificadas com HNO3; 1 mol L™ até pH entre 2 e 3.
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Fonte: Autoria Propria.

Figura 7- Esquema do fracionamento molecular dos extratos de SHA, AF e AH dos rios
Itapanhal e Sorocabinha.

4.6.Experimentos Eletroquimicos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando um
potenciostato Ecochemie da marca Autolab modelo PGSTAT10 acoplado ao
Metronm 663 VA Stand e a um computador utilizando o software GPES 4.8
(Eco Chemie) ilustrado na Figura 8, com uma configuracdo de trés eletrodos: o
eletrodo de filme fino de Hg depositado no eletrodo de carbono, um eletrodo

auxiliar (carbono vitreo) e um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) da marca Metrohm.

Fonte: Autoria Prépria.

Figura 8- Sistema utilizado para a realizacdo dos experimentos eletroquimicos.
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Todas as medidas de AGNES e SCP foram realizadas em triplicata, a
temperatura ambiente (23 - 26°C). A solugéo foi purgada durante 15 min no inicio
de cada experiéncia e a célula eletroquimica foi continuamente purgada com o gas
nitrogénio durante as medidas. As amostras foram acondicionadas em copos
descartaveis de poliestireno de 40 mL.

A calibragdo foi realizada diariamente antes, utilizando concentragoes
conhecidas de metais. Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram

estimados a partir das curvas de calibracfes usando a seguinte equacao:
LX = kS, /m Equacao 12

sendo, k = 3 para LD e k = 10 para LQ, S, € a média do desvio padréo dos ruidos

e m € a inclinacao (slope) da curva de calibracao.

4.6.1. Producao do eletrodo de trabalho

Neste trabalho foram utilizados eletrodos de carbono impressos/serigrafados
(screen-printed) como eletrodo de trabalho (Figura 9), produzidos por Corine Parat
na Universidade de Pau et des Pays de I'Adour, Franca da seguinte maneira:
inicialmente, os eletrodos foram impressos em suporte de poliestireno para serigrafia
(Sericol) usando tintas especificas e adequadas como as adquiridas em Acheson
Colloids. Em seguida, foram secos a temperatura ambiente por 1 hora e deixados
na estufa a 60°C por 1 hora, finalizando o processo de impressao. Apos esta etapa,
espalhou-se manualmente uma camada de isolante sobre as vias condutoras
deixando disponivel uma area circular de 9,6 mm (PARAT et al., 2011; MONTEIRO
et al., 2016). Esse é o primeiro trabalho realizado no Brasil que utiliza este tipo de
eletrodo, para estudos de Cd(ll) e Pb(ll) com as substancias humicas aquaticas.
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Fonte: Autoria Prépria.

Figura 9- Exemplo do eletrodo de trabalho impressos/serigrafados (screen-printed) de
carbono utilizado neste trabalho.

Para os experimentos com o Cd(ll) e Pb(ll), foi necessaria a deposicao diaria
do filme de Hg no eletrodo de carbono. Anterior a esta etapa, o eletrodo foi
condicionado usando um pré-tratamento eletroquimico (Figura 10): cinquenta
sucessivas varreduras de voltametria ciclica entre -0,8 e +0,8 V a 0,1 Vs™ em uma
solucéo de acetato de aménio (NHsCH3sCOOH 1,0 mol L") em HCI (0,5 mol L™)
(MONTERROSO et al., 2004). O filme fino de Hg foi preparado ex-situ (fora da
célula) em 0,24 mmol L™ de nitrato de Hg(ll) em &cido nitrico 0,73 mmol L™ (pH 1,9)
e depositado no eletrodo por eletrodeposicdo a -1,3 V por 700s usando uma
velocidade de rotacao do agitador de 1000 rpm.

Apos cada dia de trabalho a carga associada com o Hg depositado (Qy) foi
determinada para avaliar o desenvolvimento do filme de mercurio. Isto foi realizado
por integracdo eletrbnica da varredura linear de redissolucdo (do inglés, linear
sweep stripping) do pico de Hg com uma taxa de varrimento v =0,005 V s em
5 mmol L™ de tiocianato de aménio (pH 3,4) usando uma etapa de redissolucéo de
-0,15V a +0,4 V (MONTEIRO et al., 2016).

Eletrodo de ’ 2
Trabalho Eletrodo de Etapa de Limpeza ' Etapa de Deposi¢do
Eletrodo Referéncia / \
Auxiliar /,
s // iA
i
gy \
= = // / > '._
/ {
EN EV

Fonte: Autoria Prépria.

Figura 10- Pré-tratamento eletroquimico do eletrodo impresso de carbono.
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4.6.2. Desenvolvimento da metodologia eletroanalitica utilizando as técnicas SCP e
AGNES para determinacado de cadmio total e livre nas amostras de agua dos rios
Itapanhal e Sorocabinha, que possibilite uma futura aplicacéo on-site

A metodologia proposta foi aplicada nas amostras de agua dos rios
Sorocabinha e Itapanhau coletadas no periodo seco (hovembro/2014) previamente
filtradas em membranas de nitrato de celulose 0,45 pym para obtencdo da fracéo
dissolvida, nomeada de in natura. Para a realizacdo dos experimentos foi
necessario fazer quatro adicdes (spike) da solucdo padrdo de Cd(NOs), 8,9x10™
mol L™ com o objetivo de obter concentracdo total de Cd(ll): 0,7; 1,5; 2,4 e
3,2 x107 mol L™ nas amostras apds a filtracdo, uma vez que este ion metalico nédo
estava presente originalmente nas amostras. Nessa amostra, foram aplicados trés

tipos de tratamentos:

a) acidificada com HNO;3; 1,0 mol L™ antes de ser analisada por por SCP
para obter a concentracdo total do Cd(ll) dissolvido: nomeada de in

natura acidificada;

b) analisada diretamente usando AGNES para obter a concentracdo de
Cd(l) livre;

c) ultrafiltrada em 1 kDa, e em seguida, acidificada com HNOs (1,0 mol L™)
para andlise por SCP, para obter a concentracdo de metais, incluindo
tanto o Cd(ll) livre quanto o Cd(ll) coordenado a ligantes com tamanho
inferior a 1 kDa: nomeada de ultrafitrada acidificada. Os resultados

dessa etapa foram comparados com os obtidos por AGNES.

As amostras obtidas nos tratamentos (a) e (c) foram analisadas também por

GF-AAS para a validacdo da metodologia.
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4.6.2.1. Experimentos de cronopotenciometria de redissolucdo (SCP) em meio

acido (metal total nas amostras in natura e ultrafiltradas acidificadas)

Inicialmente foram realizados testes de otimizacdo do método de SCP para a
obteng&o do potencial de deposigéo (E;), tempo de deposicéo (tq) e da corrente
(ls) 2,5x10° A, de maneira a obter as condicdes que permitissem melhores valores

de LD e mitigagéo da influéncia do oxigénio presente nas amostras. Esses testes

foram realizados em 20 mL de solucdo de NaNOjz com uma concentracao
conhecida de Cd(ll) e variando-se o (E,;), 0 (tq) e (Is) aplicados.

Com as melhores condi¢des econtradas: E; = -0,78 V(vs Ag/AgCl), tq = 45s,
e I = 2,5x10° A, aplicada até que o potencial de -0,30 V fosse alcancado,

velocidade de rotacdo 1000 rpm (somente durante a etapa de deposicdo), as
medidas de SCP foram realizadas em 20 mL das amostras acidificadas apos a
adicdo do Cd(Il). A acidificacdo da amostra foi necessaria nas medidas com SCP,

pois o objetivo era determinar o Cd total presente nas amostras.

O sinal da SCP é o tempo de transi¢do caracteristico T*, o qual é dado por:

T = I:ltd _ (ZCI’\k,I’Ttd
Is Is

Equacéo 13

onde I} o limite da corrente de difusdo é proporcional a concentragdo do metal no

interior da solucéo C,’(,,,T e a a constante de proporcionalidade.

4.6.2.2. Experimentos de AGNES: determinacdo do Cd(ll) livre nas amostras in

natura

Para as medidas de AGNES foi necessario fixar o pH desejado previamente,
usando o tampéao MES. De acordo com Soares (1999) o tampdo MES néo se liga
ao Cd(ll). No caso da amostra de agua do rio Sorocabinha manteve-se a forca
ibnica natural, mas para a amostra do rio Itapanhau, a forca idnica foi fixada em
0,010mol L™ acrescentando NaNO3 e monitorando a condutividade da solucao. Isto
€ necessario, uma vez que uma forca ibnica suficientemente elevada
(>10 mmol L) e um sistema bem tamponado s&o obrigatérios para a obtencdo de
resultados precisos em AGNES (AGUILAR et al., 2013).
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A concentracdo dos ions metélicos livres foi determinada pelo método de
AGNES de acordo com o procedimento desenvolvido por Parat e colaboradores

(2011), onde a quantificagdo do metal amalgamado na etapa de equilibrio é feita

usando uma medida cronopotenciomeétrica. Apos a escolha do E,;, foram realizadas

medidas de AGNES variando os t; (30, 45, 60, 90, 120, 240, 300 e 600 segundos)
até encontrar o tempo, a partir do qual, a concentracdo de Cd(ll) permaneceu
constante e consequentemente ja atingiu o equilibrio termodindmico, para obtencéo
de LD da ordem de 1 a 5 nMol L™.

Nesta otimizacdo o sinal de AGNES é a carga (Q) correspondente ao metal

amalgamado no eletrodo de mercurio que é dado por:
Q= 1"Ils=hcyr Equagéo 14

onde t* é o tempo de reoxidagéo, Is é a corrente de reoxidagédo aplicada na fase
de redissolucdo, h € uma constante de proporcionalidade e c,"(” € a concentracao

do metal livre no interior da solucao.

4.6.2.3. Experimentos de ultrafiltragdo com membranas de 1kDa para a validagao

da metodologia proposta

Inicialmente foram realizados testes cinéticos para determinacdo do tempo
necessario para o estabelecimento do equilibrio dos ions Cd(Il) com as amostras
de SHA, AF e AH extraidas dos rios Sorocabinha e Itapanhau, no sistema de UFT
com membranas de 1 kDa. Para esses experimentos, foram preparados 200 mL de
solucbes de SHA, AF e AH 100,0 mg L™ de COD, em seguida foi feito um spike de
Cd(Il) nas solugdes (a partir de solucdo intermediaria de 2,4x10° mol L de Cd(ll))
para obter concentracdo final de 1,4x10” mol L™ de Cd(ll). Os testes foram
realizados no pH natural das amostras. Nesse experimento, as solugcdes
preparadas ficaram em agitagdo constante. Aliquotas de 2 mL da amostra
ultrafiltrada foram coletadas antes do spike e apos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 300 minutos apos a adicao do Cd(ll). Depois de coletadas as
amostras foram analisadas por ICP OES.

A Figura 11 representativa de todas as amostras de ambos 0s rios, indicou

gue € necessario aguardar 20 minutos para o estabelecimento do equilibrio.
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 11- Resultado do teste cinético para obteng&o do tempo de equilibrio representativo
dos experimentos realizados com as amostras de SHA, AF e AH (100,0 mg L™ nas
condi¢cBes de pH e forca ibnica natural das aguas dos rios Sorocabinha e Itapanhad.

ApoOs esta etapa, o sistema de UFT devidamente limpo, foi ambientado por
15 minutos com um litro das amostras de aguas in natura dos rios estudados, com
o pH e forca ibnica natural sob agitacdo constante para condicionamento da
membrana. Em seguida, uma aliquota de 25 mL foi retirada da amostra in natura e
iniciado o procedimento de ultrafiltracdo, recolhendo-se a primeira aliquota de
ultrafiltrado (25 mL).

Apbs essa primeira aliquota, foram realizadas quatro adi¢cdes da solucao
padrdo de Cd(NO3), 8,9x10™ mol L™ com o objetivo de obter concentracéo total de
Cd(ll) de 0,7; 1,5; 2,4 e 3,2x10”" mol L™ na amostra in natura. Apés cada adicdo, o
pH da amostra in natura foi ajustado para o valor original usando NaOH 1,0 mol L*
devido a pequena variacdo induzida pelo acido presente na solucdo padrdo de
Cd(Il) e em seguida, foram recolhidas aliquotas de 25 mL amostra in natura e apés
0s 20 minutos do tempo de equilibrio foram ultrafiltrados 25 mL de amostra. Todas
as adi¢cOes de Cd(ll) foram calculadas levando-se em consideracdo a variagao do
volume na amostra in natura.

A quantificacdo do Cd(Il) nas aliquotas das amostras in natura e ultrafiltradas

(UF) apos o spike foi realizada por SCP (em 20 mL das amostras ap0s acidificacdo
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com HNO3z 1,0 mol L") e por GF-AAS (5mL das amostras sem acidificar) para

validacéo dos resultados de SCP.

4.6.2.4. Determinacao do Cd(ll) por GF-AAS

O Cd(Il) foi determinado em 5 mL das amostras in natura e ultrafiltradas
(UF) apos o spike, para a validacédo dos resultados obtidos por SCP. As condicdes
de andlise para a determinacdo de Cd(ll) nas amostras de aguas naturais por
GF-AAS foram obtidas apos a otimizacdo do programa de aguecimento do tubo de
grafite, utilizando solugdes analiticas contendo 4,8x10® mol L™ de Cd(ll) (preparado
apo6s diluicdo da solugéo padréo 8,9x10° mol L) em HNO3; 2% (v/v) na presenca
dos modificadores quimicos (5 uL Pd(NOg3), + 3 uL Mg(NOs3),).

A avaliagdo do comportamento térmico do Cd (A= 228,8 nm) permitiu
selecionar, respectivamente, 700 e 1600 ‘C como temperaturas ideais de pirdlise e
atomizacéao, respectivamente (Figura 12). A curva de calibragcédo para Cd (0,9; 1,8;
4,4; 7,1 e 8,9x10° mol L?) foi realizada nas mesmas condicdes (preparada apés
diluicdo da solucdo padrdo 8,9x10° mol L™). Todas as medidas foram realizadas
em triplicata. Quando necessario, foram realizadas diluicdes adequadas das
amostras usando agua ultrapura agua ultrapura (18,2 MQ.cm, Millipore). Os LD e
quantificacdo LQ obtidos foram 0,6 pg L (0,5x10% mol L) e 1,9 pg L*
(1,7x10® mol L), respectivamente.
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Figura 12- Curva de temperatura de pirolise (curva a esquerda) e de atomizacéo (curva a
direita) para solugéo aquosa de Cd(ll) 4,8x10°® mol L™.

A Figura 13 resume a metodologia proposta neste trabalho publicado na
revista Talanta. Esses métodos foram desenvolvidos e testados com a finalidade

de uma futura aplicagéo on-site.
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Fonte: adaptada de MONTEIRO et al., 2016.

Figura 13- Descricdo da metodologia de especiacdo de Cd(ll) em aguas naturais por
AGNES, UF-SCP e UF-GF-AAS proposta por este trabalho.
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4.6.3. Estudo das interacdes do Cd(ll) e Pb(Il) com os acidos fulvicos e humicos
utilizando AGNES

Os experimentos de Cd(Il) e Pb(Ill) com as amostras dos AH e AF dos rios
Sorocabinha e Itapanhau (periodo seco e chuvoso) foram efetuados em dias
diferentes em duplicata ou triplicata e consistem em duas etapas: calibracédo e

titulacdo das amostras detalhadas a seguir:
1) Calibracéo

As calibracdes diarias de AGNES foram realizadas utilizando 20 mL de uma
solugéo de NaNOs com forca i6nica de 0,01 mol L™ ( parametro mantido constante
durante todo o experimento).

A primeira leitura de AGNES feita nesta solugéo foi nomeada de branco,
apos a leitura do branco, foram adicionados consecutivamente 35, 37, 150 e 150
uL de uma solucdo de Cd(ll) 3,0x10° mol L?, resultando na curva de calibragéo
com concentracdes finais de Cd(ll) (5,0x10° e 1,0; 3,0 e 5,0x10® mol LY. As
calibracdes do Pb(ll) foram construidas com adi¢cdes de 23, 23 e 91 pyL de uma
solucdo de Pb 4,8x10° e 32 uL de uma solucdo de Pb 4,8x10™° mol L?, resultando
nas concentracdes finais de Pb(ll) (5,0x10°, 1,0x10®, 3,0x10® e 1,0x10”" mol L™).

2) TitulagcOes das amostras com Cd(ll) e Pb(ll)

Os ligantes (a4cidos humicos e falvicos) foram adicionados diretamente a
solucdo presente na célula eletroquimica ap6s o final da curva calibracdo, as
concentracdes adicionadas dos ligantes serdo exibidas na Tabela 4. ApGs a adi¢édo
do ligante a solucao foi tamponada de acordo com o pH desejado.

Os experimentos foram realizados em trés pH diferentes para cada metal. A
escolha do pH, esta relacionada ao pH natural das amostras de agua coletada nos
rios Sorocabinha e Itapanhaul. Para os experimentos com Cd(ll), realizados em pH
6,0; 7,0 e 8,0. Os valores de pH foram ajustados utilizando o tampdo MOPs
(acido 3-N-morfolinopropanosulfénico). Nos experimentos realizados com o Pb(ll)
em pH 5,0; 5,5 e 6,5 0 ajuste do pH foi realizando usando o tamp&o MES (acido 2-
N- morfolinoetanosulfénico). Além dos tampdes solucdes de NaOH (0,1 mol L) e
HCI (0,1 mol L) também foram utilizadas para o ajuste do pH quando necessario.
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Feito o ajuste do pH, foram realizadas medidas de AGNES para cada adicdo
de metal Cd (5,0x10%, 1,0x107, 1,5x107, 2,0x107, 3,0x107, 6,0x107, 1,0x10%,
2,0x10°®, 3,0x10° e 5,0x10° mol L) e Pb (1,0x107, 1,5x107, 2,0x10”, 3,0x107,
4,5x107, 6,0x107, 1,0x10°, 1,5x10°, 2,0x10°, 3,0x10° e 4,0x10° mol L™). Os
parametros eletroquimicos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 4- Informacdes sobre a concentracéo dos ligantes utilizados nos experimentos de e
AGNES em funcéo do pH.

Metais
Cd2+

6,0
pH 7,0 17,0+0,5
8,0
Pb2+

5,0

pH 5,5
6,5

Concentracdo dos Ligantes (mg L™)

4,5+0,7

Tabela 5- Parametros eletroquimicos utilizados nos experimentos para Cd(ll) e Pb(ll).

Parametros Eletroquimicos Cd* Pb*

Potencial de deposicéo Eg4 -0,72 -0,615

Tempo de deposicao (s) 45/90  45/90
duas etapas

Corrente Is (A) 2,0,10° 2,0,10°
Tempo de medida (S) 20,0 20,0
Agitacao (rpm) 1000 1000

4.7.Descarte de residuos

O tratamento, segregacao e destinacdo dos residuos gerados nesse trabalho
obedeceram ao estabelecido nas diretrizes bésicas para o gerenciamento de
residuos na UNESP, que esta disponivel em

http://www.unesp.br/prad/imagens/manual-residuos.pdf.


http://www.unesp.br/prad/imagens/manual-residuos.pdf#_blank
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5.1.Caracterizacdo das amostras de aguas “in natura” dos rios Sorocabinha e

Itapanhau

Os resultados dos parametros utilizados para avaliacdo da qualidade da

agua e os dados do COD e absorbancia em 254 e 436 nm (Tabela 6) permitiram

um maior entendimento das principais diferencas das aguas dos rios Sorocabinha

(RS) e Itapanhau (RI), coletadas em marco/2014 (coleta 1), periodo de ocorréncias

de chuva em ambos os ambientes, denominado periodo chuvoso, e em

novembro/2014 (coleta 2) que abrangeu um periodo excepcionalmente muito seco.

Tabela 6- Resultados dos parametros fisico-quimicos das amostras coletadas no rio
Itapanhal e Sorocabinha em dois periodos de amostragem no ano de 2014.

Rio Sorocabinha

Rio Itapanhau

Parametros Coleta 1l Coleta 2
Chuvoso Seco Chuvoso Seco
pH 53+0,1 6,7 £ 0,03 6,1+ 0,04 6,3 £ 0,03
Condutividade ~ pScm? 124,0+0,1 1043,0+ 0,8 109,0 £ 0,2 189,0+ 0,2
Nitrogénio mg N L™ 3,3+0,1 0,6+0,2 1,0+ 0,22 0,9+0,1
Total
Fosforo Total mgP L™ 0,3+0,1 0,8+0,1 0,2+ 0,03 05+0,1
Cloreto mg CI"* L™ 13,3+0,5 30,3+0,5 11,8 +0,39 12,8 +0,3
Turbidez NTU 2,7+0,2 6,0+ 0,1 59%+0,2 3,701
oD mg O L™ 32+0,2 1,4+ 0,03 2,7+0,17 1,8+0,1
DBOs mg L™ 20+0,1 1,1+0,1 0,2+ 0,05 1,2+0,1
Cor u.C 500,0 £ 0,1 280,3+0,1 246,8+0,19  270,8+0,1
COD mg L™ 52,5+0,5 18,9+ 0,1 16,2 + 0,12 16,0 £ 0,1
A 254 nm 1,0 0,8 0,8 0,8
A 436 nm 0,06 0,1 0,1 0,07
Azsal Auss 15,6 11,9 11,7 11,3
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Os rios apresentaram valores de pH semelhantes que variaram de 5,3 a 6,6
no rio Sorocabinha e de 6,1 a 6,3 no rio Itapanhau, o valor mais acido encontrado
no RS pode esti associado a uma maior concentracdo de COD encontrado na
coletal. A condutividade elevada (>100 uyS cm™) em ambos os rios permite inferir
gue esses ambientes apresentam muitos ions dissolvidos na agua, o que pode ser
comprovado com os resultados de metais (Tabela 6). O valor atipico
(1043,0 pS cm™) encontrado no RS além da presenca de metais pode esta
associado a presenca de sais oriundos da agua do mar (GOVEIA; ROCHA, 2011),
inclusive nesse periodo a concentragéo do fon CI” dobrou chegando a 30,3 mg L™.

A presenca de nitrogénio total (NT) e fésforo total (PT) pode estar associada
tanto as fontes naturais (origem aloctone, dissolucdo dos solos e decomposicao da
matéria organica) quanto antropogénicas (do uso de fertilizantes, despejos
domésticos e industriais) e podem ser transportados para 0s rios em razao da
drenagem das é&guas em areas agricolas e urbanas. Os maiores valores
(3,3 mg L* para 0 RS e 1,3 mg L™ para o RI) das concentracdes de NT foram
encontrados no periodo chuvoso, sugerindo que as chuvas, sdo responsaveis pelo
aporte de NT de origem difusa (urbana e/ou agricola) nesses ambientes,
entretanto, todos os valores de NT estdo de acordo com o especificado pelo
CONAMA 357, até 3,7 mg L™. Ja os de fésforo apresentam-se acima dos valores
maximos permitidos pelo CONAMA, que estabelece o limiar de 0,05 mg L™.

Observa-se também pela Tabela 6 que o0s rios possuem elevada
concentracédo de COD. Os valores encontrados para o RS foram bem diferentes em
relacdo aos dois periodos estudados, uma vez que no periodo chuvoso (coletal)
esse rio exibiu um valor de COD de 52,5 mg L™. J4 os valores de COD do RI
permaneceram praticamente constantes, porém levemente maior também na
coleta 1. Os maiores valores encontrados nessa coleta podem esta relacionado a
contribuicdo da lixiviacdo dos solos e plantas para os rios atraves das chuvas, e no
RS, pode ser um pode ser um indicativo da contribuigcdo de fontes antropogénicas
(lancamentos de esgotos urbanos, por exemplo) para o acréscimo do valor de COD
nesse periodo.

A Tabela 7 mostra uma comparacdo dos resultados de COD dos rios
Sorocabinha e Itapanhal encontrados neste trabalho com outros rios brasileiros e
de outros paises. Estas diferencas na quantidade de carbono em diversos
ambientes dependem das condi¢cdes locais, como por exemplo, contribuicdo
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antropogénica, sazonalidade, vegetacdo, degradacdo microbiana, clima e
diferencas na geomorfologia (JAFFE et al., 2004; GOVEIA et al., 2011; YLOSTALO
et al., 2016).

Tabela 7- Comparacdo das médias de carbono organico dissolvido encontradas neste
trabalho com outros rios nacionais e internacionais.

Média COD

Rio (mg LY Referéncia

Rios no Brasil

Rio Piaui (Sergipe) 6,0 Costa et al., 2011

Rio Niquim (Alagoas) 6,0 Botero et al., 2014

Rio Negro (Amazonas) 12,0 Junior et al., 2001

Rio Ribeira de Iguape (Sao Paulo) 37,0 Goveia et al., 2011

Rios de outros paises

Rio Howjin (Taiwan) 8,3 Shiua; Leea, 2017

Rio Sagami (Japao) 1,1 Kikuchi et al., 2017

Rio Xiaoging (China) 19,3 Jiang et al., 2017

Yeongsan River (Gwangju, Korea) 4,9 Chon et al., 2017
Este trabalho

Rio Sorocabinha 35,7

Rio Itapanhal 16,0

O parametro COD representa uma medida quantitativa da matéria organica
total dissolvida na &gua. Ambientes com altas concentragbes de carbono
geralmente ocasionam baixos valores (1,4 a 3,2 mg L") de oxigénio dissolvido
(OD), como os encontrados neste trabalho (Tabela 6) nos periodos estudados,
como possivel consequéncia do aumento da atividade microbiana durante o
processo de degradacao da matéria organica.

Outra caracteristica peculiar desses ambientes é a coloracdo amarela, a
qual pode esta associada a presenca das substancias humicas. As medidas de UV-
Vis tém sido utilizados como método semi-quantitativo para caracterizar a matéria
organica presente em aguas naturais. A absorbancia em 254 nm, por exemplo, é

tipico de substancias ricas em grupos aromaticos, tipo substancias himicas. E a


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304420316301050
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razao (A,ss/Asz6) € um indicador da sua origem (JAFFE et al., 2004; MONTEIRO
et al., 2016).

Os valores dessa razdo encontrados para o RS no periodo chuvoso foi de
15,6 e 11,9, respectivamente, no periodo seco. E 11,7 e 11,3 para o Rl nos
periodos chuvoso e seco, respectivamente (Tabela 6). Os resultados similares das
amostras sugerem que a origem da MOD é possivelmente de fontes semelhantes.

Os valores no intervalo de 4,4 e 11,3 medidos nas aguas da Bacia do rio
Orinoco por Battin (1998) foram associados a matéria organica que possuem maior
predominancia de carbonos aromaticos, tipicos de substancias como tanino e/ou
hamicas provenientes da degradacdo das plantas e solos, ou seja, aloctone
(JAFFE et al., 2004). Logo, pode-se inferir que a fonte da MOD dos ambos os rios
estudados é semelhante e predominantemente aldctone, porém no periodo
chuvoso, além da degradacéo das plantas e solos, fontes antropogénicas (esgotos
urbanos e/ou agricolas) podem ter contribuido para o acréscimo dos valores de

COD e darazéao (A4,z4/A436) €ncontrados para o rio Sorocabinha, nesse periodo.

5.2.Influéncia da matéria organica natural na especiacdo dos metais
originalmente presentes nas aguas dos rios Sorocabinha e Itapanhau

Os resultados das concentracfes de metal total (MT), metal dissolvido (MD),
metal particulado (MP), “metal livre” (M) e metal complexado (ML) encontrados nos
rios Sorocabinha e Itapanhal ap6s deteccdo por ICP OES estdo exibidos nas
Tabelas 8 e 9, respectivamente. O fluxograma apresentado na Figura 14 exibe a

definicdo operacional das fracdes dos metais adotadas neste trabalho.
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Amostra bruta de agua dos rios Itapanhau e
Sorocabinha

Amostra apos filtracdo em

0,45 um = Fragao Dissolvida Digesion aclda = Mgl

(< 0,45 um) Total (MT)
Ultrafiltracdo em 1 kDa Digestao acida = MT -~MD = Metal na
= Metal Livre (M) Metal Dissolvido (MD) fracdo particulada
\ } MP (> 0,45 um)

MD - M = Metal complexado
ML (< 0,45 um >1kDa)

Fonte: Autoria prépria.

Figura 14- Definigcdo operacional das fragdes do metal total, dissolvido e livre.

Inicialmente  foi aplicada aos dados pré-processados usando
autoescalamento, a analise de agrupamento hierarquico, do inglés Hierarchical
Cluster Analysis (HCA), que permite a visualizacdo de dados multidimensionais em
duas ou trés dimensdes e, ainda, a determinacdo de grupos de elementos (ou de
amostras) com comportamentos semelhantes (HORTELLANI et al.,, 2008). Foi
construida uma matriz (14x6) de dados usando as concentracdes dos Al, Cu, Co,
Cr, Fe, Mn e Zn determinados nas amostras de agua coletadas nos meses de
marco e novembro/2014 como linhas, e as concentragdes de metal total (MT),
metal dissolvido (MD) e metal livre (M) para os Rios Sorocabinha (RS) e Itapanhau
(RI) como colunas.

Para o célculo das distancias interpontos foi usada a medida Euclidiana e
para ligacdo (a geracdo dos grupos) foi aplicado o método Ward’'s. O gréfico
resultante que ilustra os agrupamentos formados é chamado de dendograma
(HORTELLANI et al., 2008).

A Figura 15 mostra o dendograma obtido entre as variaveis das
concentracbes do MT, MD e M. Pode-se observar a formacao de dois grupos com
dissimilaridade de 45% entre as concentragfes dos ions metélicos dos dois rios.
No entanto, percebe-se que ha um agrupamento entre as formas de metal
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dissolvido e livre em ambos ambientes. Para o metal total verificou-se uma
associacao entre as similaridades de 90% entre o grupo formado pelas descri¢cdes
MT-RS, MD-RS e MD-RI e 55% entre M-RS, M-RI e MT-RS, talvez relacionadas a
maior variancia nas concentracfes dos metais entre 0os meses de marco e
novembro/2014.

Legenda:
MT = metal total
MD = metal dissolvido
M = metal livre ]
MT-RS RS = Rio Soracabinha
RI = Rio ltapanhau
MD-RS
MD-RI
M-RS
M-RI
MT-RI
0 20 40 60 80 100 120

(Dlink/Dmax)*100

Figura 15- Dendograma: célculo da distancia Euclidiana e método de ligagdo Ward’s para
as variaveis: metal total, metal dissolvido e metal livre em aguas coletadas dos rios
Sorocabinha e Itapanhau, Estado de Sao Paulo.

A Figura 16 ilustra o dendograma entre os metais e as duas campanhas.
Pode-se verificar uma similaridade para todos os metais em ambas as ocasides de
amostragem. Porém, na distancia escalonada em 66%, pode estabelecer uma
similaridade entre os trés grupos dos metais. O primeiro, formado pelos metais Fe
e Al, que sao elementos provenientes principalmente do intemperismo dos rios,
apresentaram em geral as maiores concentragdes de MT (Tabelas 8 e 9) durante
todo o periodo em estudo para ambos os rios, inclusive acima dos valores maximos
(100,0 e 300,0 ug L™, respectivamente) permitidos pela resolucdo n° 357/2005 do
CONAMA para aguas doces de Classe 2.
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A predominancia do manganés no segundo grupo, com aproximadamente
65% de dissimilaridade, difere dos demais grupos possivelmente devido ao Mn esta
predominantemente presente nesses rios em sua forma livre e/ou hidratada ou
ainda complexado a compostos inorganicos com tamanho <l1kDa. Por fim, o grupo
3, formado pelos elementos Co, Cu, Cr e Zn, representam 0s microelementos pois
estes apresentaram concentracdes a nivel de tracos (ug L™) em relacdo ao maximo
estabelecido pela Resolugdo n® 357/2005 do CONAMA para aguas doces de
Classe 2 (ver tabelas 8 e 9), apresentou-se em dois subgrupos, relacionando-se Cr,
Co e Cu com concentracfes obtidas como uma ordem de grandeza menor do que
0 Zn, provavelmente pelo o dltimo ser um dos elementos mais utilizado em
materiais do nosso dia a dia.

Os ions metélicos Cd(lIl) e Pb(ll) estiveram ausentes nas tanto nas amostras

de agua do rio Sorocabinha quanto no Itapanhal nos dois periodos estudados.

Marco-Fe

Novembro-Fe

Margo-Al

Novembro-Al

Margo-Mn

Novembro-Mn

Margo-Co

Novembro-Co

Margo-Cr

Novembro-Cr

[

Margo-Cu

Novembro-Cu |

Margo-Zn

Novembro-Zn r

0 20 40 60 80 100 120
(Distancia de ligagao/Distancia de ligagdo maxima)*100
Figura 16- Dendograma: célculo da distancia Euclidiana e método de ligagdo Ward’s para

as amostras de agua em relacdo aos meses de marco (periodo chuvoso) e novembro
(periodo seco) de 2014 coletadas nos rios Sorocabinha e Itapanhau, Estado de S&o Paulo.
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Tabela 8- Resultados de MT, MD, MP, ML, MC, determinados nas aguas do rio Sorocabinha coletadas na coleta 1 (mar¢o/2014) e coleta 2

(novembro/2014).
Valor
Metais Rio Sorocabinha (margo/2014) Rio Sorocabinha (novembro/2014) Maximo
CONAMA
357
MT MP MD M ML MT MP MD M ML
1 B
g L ug L™

Al 10153+231  3322+144  6831+90  1364+0001 5466 75,9+20,7 35,9+ 6,0 40,0 +3,1 27,9+07 12,1 1000

Co 0,5+0,10 0,09 + 0,02 0,42+0,1 <03 04 <1,1 X <15 <0,3 X 50,0

Cr 0,8+0,22 0,34+0,1 0,45+ 0,1 <0,2 04 08+0,3 0,4+072 03%0,1 <0,2 03 50,0

Cu 0,9 + 0,06 0,02 + 0,001 09+0,2 0,2 +0,02 07 59+09 35+0,8 2,4+0,1 <0,2 2,38 20,0
Fe 13484 +181  131,2+64  1217,2+98 11834002 10989 | 711,3+181  3697+83  341,6+98  1373+04 2043 300,0
Mn 777+15 51+0,3 72,6+0,7 59,6 + 0,8 13,0 107,5+0,9 55+019  1020%0,7 99,3 0,2 2,7 1000
Zn 18,2 +0,03 87+06 95+2,1 <26 9,5 151+0,3 21+03 13,0£0,1 <2,6 13,0 180,0

X = metal ausente na fracéo.

< = os valores apos os simbolos correspondem aos valores do LD obtidos por ICP OES exibidos na Tabela 3 (secao 4.2.4).
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Tabela 9- Resultados de MT, MD, MP, ML, MC, determinados nas aguas do rio Itapanhal coletadas no periodo chuvoso (mar¢o/2014) e no
periodo seco (novembro/2014).

Valores
Metais Rio Itapanhal (mar¢o/2014) Rio Itapanhal (novembro/2014) Maximos
CONAMA
357
MT MP MD M ML MT MP MD M ML Hg L?
L? 1
ug ug L
Al 327,8+13,1 1445+5,1 183,2+8,1  40,1+0,01 1431 132,8+8,3 0,2+0,1 132,6+1,6  11,1+0,001 1216 100,0
Co <1,1 X <1,5 <0,3 X <11 X <1,5 <0,3 X 50,0
Cr <0,7 X <0,5 <0,2 X <0.7 X <0,5 <0,2 X 50,0
Cu 0,7+0,1 0,2 + 0,05 0,46 0,1 <0,2 0,5 1,1+0,1 1,1+0,1 <0,9 <0,2 X 20,0
Fe 1012,1+ 7,8 593,9 + 3,0 4182 + 4,8 19,9 +0,1 398,3 1532,1+7,8 787,2+5,8 7449+13,6  247+21 7202 300,0
Mn 37,9+ 0,03 9,1+0,1 9,1+0,1 <01 9,1 84,8 + 0,03 13,8 + 0,4 71,0407 550+ 0,5 16,0 100,0
Zn 11,3+41 39+1,0 74+20 <2.,6 74 3,1+0,09 1,6+0,1 1,52+0,2 <2.,6 15 180,0

X = metal ausente na fragao.
< = 0s valores ap6s os simbolos correspondem aos valores do LD obtidos por ICP OES exibidos na Tabela 3 (secdo 4.2.4).
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As Figuras 17 e 18 exibem a distribuicdo dos ions metalicos na fracao
particulada, complexados aos compostos coloidais com tamanho molecular < 0,45
pum e >1kDa, como por exemplo as SHA presentes na matéria organica de origem
natural ou antropogénica (M-SHA), e ainda distribuidos na frac&o ultrafiltrada, onde
podem estar apresentar-se em suas formas livres (M) e/ou hidratadas ou ainda
formando complexos com compostos de tamanhos menores que 1kDa.

Analisando os gréficos de distribuicdo dos ions metélicos nas fracfes
particulado, complexado e livre € possivel observar que ha variacdo no
comportamento dos metais quantificados, tanto espacial quanto temporal. Essas
variacdes entre os rios estudados podem estar associadas a origem da matéria
organica dissolvida (MOD), a qual pode afetar tanto a natureza quimica
(quantidade de ligantes disponiveis) quanto a sua concentracdo (ZHANG et al.,
2013).

A Figura 17 mostra a distribuicdo dos ions metalicos quantificados no rio
Sorocabinha. E possivel observar que no periodo chuvoso houve uma maior
tendéncia dos metais, Al (67%), Co (82%), Cr (56%), Cu (98%), Fe (90%), Mn
(93%) e Zn (51%) apresentaram-se na fracdo dissolvida (ML+ M) e com excecao
do Mn (77 % na fragdo livre - M), preferencialmente complexados aos ligantes de
elevada massa molecular, tipo substancias humicas aquaticas presente na MOD.
Além do Mn, apenas Al, Fe e Cu foram encontrados em sua forma livre ou
complexados a ligantes < 1kDa.

Comparando-se essa distribuicdo com a do periodo seco, o Al, Fe e Mn que
apresentaram um decréscimo na porcentagem do metal complexado e
consequentemente um aumento da porcentagem de suas espécies livres (13 - 37%
para o Al, 9 — 19% para o Fe e 77 — 99%) enquanto que 0s microelementos como
Co, Cr e Cu apresentaram uma maior afinidade com o material particulado. Esse
comportamento pode estar relacionado ao decréscimo do COD, variando de

52,5 mg L™ no periodo chuvoso para 19,0 mg L™ no periodo seco.
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Figura 17- Distribuicdo dos ions metdlicos nas fragfes livres, complexada e particulada
encontrados no rio Sorocabinha no periodo chuvoso e seco.

Em relacdo aos resultados exibidos na Figura 18, para o rio Itapanhau, é
perceptivel uma maior dissimilaridade na distribuicdo dos metais Al, Cu e Mn em
funcdo da sazonalidade. No periodo chuvoso o Al apresentou cerca de 44%
complexado ao material particulado, enquanto no seco 100% foi encontrado na
fracdo dissolvida, porém aproximadamente 91% complexado. J& o Cu apresentou-
se ligado, preferencialmente ao material particulado no periodo seco. O Mn metal
mais biodisponivel no periodo seco foi encontrado predominantemente livre. Esses
resultados sugerem que o material particulado lixiviado para os rios pela chuva ou
ainda a ressuspensdo desses metais para a solugcdo apresentam maior influéncia
na sua especiacdo. Nao foi observada uma relagéo entre esse comportamento e a
concentracdo do COD, pois os dois periodos apresentaram concentracdes

similares, 16,2 mg L™ no periodo chuvoso e 15,9 mg L™ no periodo seco.
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Figura 18- Distribuicdo dos ions metélicos nas fracdes livre, complexada e particulada
encontrados no rio Itapanhal no periodo chuvoso e seco.

Os resultados deste trabalho assemelham-se aos encontrados por Zhang e
colaboradores (2013), e implicam em sugerir que compostos com tamanho entre
(1kDa<ML<0,45 um) que formam a fracdo de metais complexados ou chamada de
fracdo coloidal por aqueles autores, desempenham um papel importante no
transporte de muitos metais em aguas doces. Por exemplo, essa fracdo coloidal
tem influenciado na especiacao do Fe e Al, através da formacéo de Fe-hidroxidos,
argilas ou complexos com compostos organicos. J& em relacdo ao Mn, tantos os
resultados encontrados por Zhang e colaboradores quanto neste trabalho, sugerem
que os coloides organicos ou inorganicos, ou seja, 0s compostos de alta massa
molecular, ndo exercem um controle significativo sobre o transporte de Mn nas
aguas doces, uma vez que o Mn apresenta-se preferencialmente na sua forma
livre, por exemplo, Mn(ll), forma frequentemente encontrada nesses ambientes.

Por fim, € importante ressaltar que a toxicidade da maioria dos metais esta
associada a sua forma livre, ou seja, os ions metdlicos livres sdo mais toxicos que
os complexados. Dessa forma, quanto mais fortemente ligado a matéria organica
ou ao material particulado, menos biodisponivel e menor é a toxicidade do ion
metalalico frente aos organismos aquaticos (ELBISHLAWI; JAFFE, 2015).
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Neste trabalho foram encontrados os ions Al, Fe, Mn e Cu em sua forma
livre, o que reforca a importancia do monitoramento dessas espécies nas aguas
dos rios Sorocabinha e Itapanhal. Apesar das concentragdes encontradas, serem
relativamente baixas, estes elementos ndo se degrada no ambiente e quando

incorporados por microrganismos podem acumular e alcancar niveis mais altos da

cadeia trofica e exercer sua toxicidade.

5.3.Caracterizacdo das substancias humicas aquaticas e suas fracdes

Os resultados obtidos através da andlise elementar (livre de cinzas) por meio
das razdes atdmicas H/C, C/N e O/C (Tabela 10) e da integracdo dos espectros de
RMN *3C (Tabela 11 e Figura 19) permitiram uma avaliacdo geral da composicéo
estrutural (tipo de carbono), bem como a estimativa do grau de aromaticidade e
humificacdo das substancias humicas extraidas dos rios Sorocabinha e Itapanhad.

A razdo H/C est4 relacionada com o grau de aromaticidade das SHA, logo,
valores elevados dessa razédo indicam maior numero de carbonos alifaticos que
insaturados. Em relacédo a razdo O/C, acredita-se que esta € um indicador do teor
de hidratos de carbono (carboidratos) e acidos carboxilicos de substancias
hamicas. Ja a relacdo C/N € um indicador das fontes de substancias himicas em
sistemas naturais (ROSA, 2004; ROMAO et al., 2005).

A Figura 19 ilustra os perfis dos espectros de RMN obtidos. Os espectros
apresentam caracteristicas semelhantes, com regides/picos bem definidos nas
regibes 1, 2, 3 e 5. A regidao 1 (0-65 ppm) é referente aos deslocamentos de
carbonos alifaticos, por exemplo, alcanos; a regido 2 (65—110 ppm) corresponde
aos grupamentos de carbonos alifaticos substituidos por oxigénio (C-O hidroxilas,
éteres). Na regido 3 (110-150 ppm) e na 4 (150-160 ppm) sdo observados
deslocamentos de carbonos aromaticos e aromaticos ligados a oxigénio (fendlicos
e carboxilas), respectivamente. Ja as regides 5 e 6 entre 160-190 e 190-220 ppm
sao referentes ao deslocamentos de grupamentos carboxilicos e carbonilicos (C=0
de cetonas, ésteres e amidas), respectivamente (ROMAO et al., 2007; ROCHA;
ROSA, 2003).
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Tabela 10- Resultados da composi¢do elementar livre de cinzas das SHA e AF extraidos
das amostras de agua coletadas nos rios Itapanhat (SHA RI) e (AF RI) e Sorocabinha
(SHA RS) e (AF RS) nos dois periodos estudados.

Coleta 1 (periodo seco - margo/2014)

SHA RS - 01 AF RS -01 SHARI-01 AF RI-01
Parametros
C (%) 45,69 40,11 35,13 30,30
H (%) 6,53 512 6,0 4,10
N (%) 1,30 1,02 1,10 0,70
O (%) 46,5 53,7 57,85 64,9
Razédo C/H 0,58 0,65 0,49 0,62
Razdo C/O 1,31 1,00 0,81 0,62
Razédo C/N 41,10 51,88 38,31 47,32
Coleta 2 (periodo chuvoso — novembro/2014)
SHA RS - 02 AF RS - 02 SHA RI - 02 AF RI-02
C (%) 33,95 46,63 35,02 48,1
H (%) 4,68 4,46 5,7 4,7
N (%) 1,00 1,09 1,0 1,1
O (%) 60,4 47,8 58,31 46,1
Razédo C/H 0,60 0,87 0,51 0,85
Razao C/O 0,75 1,30 0,80 1,39
Razdo C/N 39,49 49,86 40,90 51,60

Tabela 11- Valores de porcentagens relativas de diferentes grupos de carbono presentes
nas amostras de SHA e 4cidos fulvicos extraidos dos rios Itapanhald (SHA RI) e (AF RI) e
Sorocabinha (SHA RS) e (AF RS) em mar¢o/2014 em novembro/2014.

Deslocamentos quimico (ppm)/ Atribuicdes (%)

0-65 65-110 110-150 150-160 160-190 190-220

Amostras R1 R2 R3 R4 R5 R6

C- C-O C- C-aromatico- C-O0 C-O0

alifdticos  Hidroxila  aromético @] Carboxilicos Cetonas

SHA RS-01 45,65 24,64 13,04 1,45 13,04 2,17
SHA RS-02 43,69 20,39 20,39 2,91 9,71 2,91
SHA RI-01 58,06 18,71 12,26 0,65 9,68 0,65
SHA RI-02 46,60 21,36 17,48 2,91 9,71 1,94
AF RS-01 39,18 19,59 22,68 4,12 11,34 3,09
AF RS-02 44,09 16,13 20,43 3,23 11,83 4,30

AF RI-02 40,63 16,67 21,88 3,13 13,54 4,17
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Figura 19- Espectros de RMN para as amostras de SHA e AF dos rios Itapanhal e
Sorocabinha nos periodos estudados.

De maneira geral, h4 uma maior predominancia de estruturas alifaticas,
grupos na composicao de todas as amostras, pelo fato de apresentarem maiores
percentuais e grupamentos majoritarios situados nas regides 1 e 2 do espectro
RMN de **C. E a variacdo da composicdo dos demais grupos de carbono ocorreu
em funcdo da sazonalidade e do procedimento de extracdo das amostras.

Comparando a fragdo do &cido fulvico (AF) com o seu respectivo extrato de
SHA observou-se que as amostras dos AF obtidos nos dois periodos apresentam
uma estrutura “levemente” mais aromatica devido ao acréscimo das porcentagens
de deslocamentos (Tabela 11) mais pronunciados nas regides associadas aos
carbonos aromaticos, R3 e R4 do espectro e por apresentar maiores valores da
razdao C/H (Tabela 10). Estes resultados sugerem que para comparagbes com
outros trabalhos deve ser levado em consideracao os processos de obtencédo, uma
vez que a depender deste, as substancias humicas, podem apresentar

composicdes e estruturas diferentes e consequentemente suas interagbes com
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espécies metdlicas e/ou outros poluentes, podem ser diferentes. Neste trabalho
optamos em usar os acidos fulvicos purificados.

Em funcédo da origem (local de coleta), tanto as amostras SHA quanto as de
AF extraidas do RS-01 apresentaram maiores valores das razdes C/H (indicativo
de aromaticidade), C/O (um indicador do teor de hidratos de carbono (carboidratos)
e acidos carboxilicos presentes nas substancias humicas) e C/N (relacionada as
fontes e degradacdo de SHA) em detrimento das amostras SHA e AF do RI-01
(STEVENSON, 1994; LU et al.,, 2000; GIOVANELA et al., 2010; GOVEIA et al.,
2011). Estes resultados sao indicadores de que as amostras (SHA e AF RS-01)
séo constituidas com maiores teor de cadeias carbOnicas insaturadas e aroméaticas
(CH2=CH2) e apresentam um maior grau de humificacdo, devido a diminui¢cdo da
acidez e teores de carboidratos e aminoacidos/proteinas (GIOVANELA et al., 2010;
GOVEIA et al., 2011). J4& as amostras provenientes da coleta 2 sdo mais similares.
Os dados de RMN corroboram com essa interpretacao.

Em relacdo a influéncia da sazonalidade, as amostras (SHA RI-02 e SHA
RS-02) séo levemente mais aromaticas e ricas em compostos carbonilicos do que
as amostras coletadas no periodo chuvoso (SHA RI-01; SHA RS-01), chegou-se a
essa conclusdo devido ao aumento nos teores dos carbonos arométicos e
carbonilicos R3, R4 e R6, respectivamente, em detrimento dos demais carbonos
encontrados nas regides, R1, R2 e R5 do espectro. Ja as amostras AF RI-01 e 02 e
AF RS-01 e 02, apresentaram composi¢cdes semelhantes nos periodos estudados.

Outra observacao a respeito desses resultados é em relacdo a razdo C/N a
qual pode ser um indicador das fontes e grau de decomposi¢cdo das substancias
hamicas em ambientes naturais. Sendo assim, as amostras dos RS e RI
apresentaram similaridade, pois ambas, apresentaram elevados valores (>20)
dessa razdo e segundo Giovanela e colaboradores (2010), esses valores sugerem
que a vegetacdo local (plantas terrestres) € responsavel pelo processo de
decomposicdo da matéria organica, essas substancias podem apresentar
predominéancia de material original - lignocelulésico em detrimento de material
proteico.

Essas diferencas na distribuicio e quantidade de grupos funcionais
presentes nas amostras estudadas podem estar relacionadas ao processo de
decomposicdo da matéria organica natural/original, o qual tende a levar a
transformacdes que dependem do tipo de substrato original, presenca e
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caracteristicas de micro-organismo, além de outros fatores ambientais tais como:
intensidade de radiacao solar, temperatura, oxigénio, pH etc (OLIVEIRA et al.,
2007; ROCHA et al., 2003).

A andlise de variancia (ANOVA) de fator unico foi aplicada ao conjunto dos
dados obtidos através dos espectros de RMN *3C apresentados na Tabela 11, a fim
de verificar se no intervalo de 95 % de confianga, as amostras, apresentariam
diferenca significativa, entre elas, tanto em relagcdo ao processo de extracdo do
material, quanto em relacdo a variacdo sazonal. Os resultados da ANOVA
revelaram que apesar das amostras apresentarem algumas variagbes em suas
composic¢des estruturais, ndo ha diferenca significativa entre elas, uma vez que os
resultados de Fcalculado (0,022 - 0,90) foram sempre menores que O
Ftabelado/critico (~4,96), além disso, os valores de p encontrados (p>0,05)

também indicam que ndo ha diferenca significativa entre o conjunto de dados.

5.4.Fracionamento molecular das substancias humicas aquéaticas e suas

fracOes

Na caracterizacdo da MON e do extrato das SHA e suas fracdes (AF e AH) é
muito importante conhecer a distribuicdo de tamanhos moleculares, tanto para
perceber se apds os processos de extracdo e purificacdo, as fracdes resultantes
ainda sédo representantes da composicao original da amostra in natura, ou se esses
procedimentos ocasionariam comportamentos diferentes de distribuices de COD,
guanto para investigar se 0s ions metalicos originalmente presentes, tém
interacdes preferenciais com alguma das fragoes.

As Figuras 20, 21, 22 e 23 e a Tabela 12 exibem a distribuicdo das fracbes
com diferentes tamanhos moleculares em fung&o das respectivas porcentagens de
carbono nas amostras extraidas (SHA, AH e AF) dos rios estudados. Para as
amostras das SHA e AF e in natura foram obtidas seis fragbes, e para os AH
apenas 5, assim descritas: F; >100 kDa;30 <F,< 100 kDa; 10 < F3<30 kDa; 3< F4<
10 kDa; 1 < Fs5< 3 kDa (para SHA e AF) ou F5<3 (para AH) e Fg<1 kDa.
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Tabela 12- Resultados das distribuicbes do COD (%massa) das amostras extraidas dos
rios Itapanhal (SHA, AF, AH RI) e Sorocabinha (SHA, AF, AH RI) em mar¢co (01) e

novembro (02) /2014.

Amostras Amostra
Distribuicao Distribuicéao

COD (% massa) COD (% massa)
SHA RS -01 F3>F5>F2>F1>F4>F6 SHA RS -02 F4>F5>F3>F1>F6>F2
AF RS -01 F4>F5>F3>F1>F6=F2 AF RS - 02 F5>F4>F3>F6>F1>F2
SHARI-01 F3>F4>F1=F5>F2>F6 SHARI-02 F5>F4>F3>F2>F1>F6
AF RI-01 F3>F4>F1>F5>F2>F1 AF RI - 02 F5>F4>F3>F1>F2=F6

AH RS-02 F1>F4>F3>F2>F5

AH RI-02 F1>F3>F2>F4>F5

Os primeiros resultados exibidos correspondem a comparacdo do

fracionamento das amostras em funcdo do processo de extracdo da amostra.

Observando as distribuicbes do COD para as amostras provenientes do rio

Itapanhau (Figura 20) nota-se que a amostra in natura € especialmente rica em
COD entre 10 e 1 kDa com 78% do total em duas fracGes (F4 a 28% e F5 a 50%).

Em seguida observa-se que o extrato (SHA) é semelhante ao AF, quando

comparados a amostra in natura, pois ambos apresentam-se mais distribuidos nas

fracbes maiores (F1, F2 e F3), sdo semelhantes nas fracdes (F4 e F5) e bem

menores nas inferiores a 1kDa (F6). Esse comportamento indica que nesse caso,

0s AF sao majoritarios no extrato do rio Itapanhal, uma vez que a amostra SHA é a

soma do AF e AH. Por outro lado, o AH aparece predominantemente nas fracdes
maiores F1 com 50%, F2 com 17% e F3 com 21% e 11% nas menores (F4 e F5),

estando ausente da F6, como era esperado.
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Figura 20- Distribuicdo de COD nas seis fragBes obtidas apds fracionamento molecular
das amostras parcialmente purificadas SHA, AH e AF purificados das amostras do rio
Itapanhal na coleta 2 comparando-as com a amostra in natura (novembro/2014).

A Figura 21 exibe a distribuicio do COD para as amostras do rio
Sorocabinha. O COD da amostra in natura do rio Sorocabinha (Figura 21),
apresentou-se mais distribuido do que o do rio Itapanhal, com 85% do material
entre 30 e 1kDa (F3 = 30%, F4 = 22% e F5 = 33%). Comparando a distribuicdo das
SHA, AF e AH extraidos com os resultados da amostra in natura, foi observado que
0 extrato de SHA apresenta uma maior predominancia da F4 (compostos entre 3 e
10kDa), em detrimento da amostra in natura, cuja predominancia, € da F3 e F5, em
relacdo as demais fragbes, F1, F2 e F6, apresentaram distribuicdo semelhantes.
Os AF seguem majoritariamente o SHA salvo que s&o maiores na F5 e menores na
F4 onde se aproximam bastante da amostra in natura. Em relagdo aos AH
Relativamente aos AH a fracdo majoritaria continua a ser a F1 com 50% como no

Itapanhal, mas curiosamente o resto do material (41%) aparece na F4.
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Figura 21- Distribuicdo de COD nas seis fragBes obtidas apos fracionamento molecular
das amostras parcialmente purificadas SHA, AH e AF purificados das amostras do rio
Sorocabinha na coleta 2 comparando-as com a amostra in natura (novembro/2014).

A Figura 22 exibe uma completa comparacao entre as trés amostras (SHA,
AF e AH) extraidas dos dois rios estudados. Observando as distribuicbes do
carbono nas diferentes fracdes para o extrato (SHA) e acidos fulvicos (AF) nota-se
gue h&a uma distribuicdo similar, mesmo estas amostras sendo provenientes de rios
diferentes.

As amostras de SHA extraidas do RS apresenta maior predominancia de
compostos de maiores tamanhos, F4 em detrimento das do RI que tem maior
porcentagem dos compostos menores F5. Em relagdo aos AF a maior composicéo
€ dos grupos de menores tamanhos (F5) e para o RS ha ainda uma porcentagem
maior de compostos (<1kDa). Os acidos humicos presentes nesses rios tem uma
maior abundancia dos compostos de alta massa molecular (F>100 kDa), como
previsto pela literatura, isso pode ocorrer devido a facilidade desses compostos em
formar agregados. O que difere essas amostras € que os AH do RS também

apresentam uma quantidade expressiva de compostos entre 3 e 10 kDa.
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Figura 22- Comparacdo da distribuichio de COD nas seis fragcdes obtidas apos
fracionamento molecular das amostras parcialmente purificadas SHA, AH e AF purificados
das amostras do rio Sorocabinha e Itapanhad (novembro/2014).

Em relacdo a sazonalidade, Figura 23, as amostras do Rl seguem o mesmo
comportamento nos dois periodos, pois, observou-se uma maior predominancia
dos compostos de tamanho (1<Fs<3 kDa) no periodo seco. J& as amostras do RS
apresentaram comportamentos diferentes, as SHA RS-02 apresentaram um
acréscimo na fracdo F4 em relacdo a SHA RS-01, enquanto as AF RS-02
apresentaram acréscimo na fracdo F5. Estes resultados sugerem que as amostras
gue apresentaram maior porcentagem nas fracbes menores estejam em estagios
mais avancados de decomposi¢cdo, corroborando com o observado pelos
resultados de RMN.
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Figura 23- Distribuicdo de COD nas seis fragc6es obtidas ap6s fracionamento molecular das
amostras parcialmente purificadas SHA, AH e AF purificados das amostras do rio Itapanhau
(a) e Sorocabinha (b) da coleta 2 (novembro/2014).

A Figura 24 ilustra a distribuicdo dos ions metalicos presentes originalmente
nas fracbes de AH e AF extraidos dos rios Sorocabinha e Itapanhal no periodo
seco (coleta 2). De maneira geral, os resultados evidenciam as diferenca das
afinidades dos metais (Cu, Zn, Fe e Al) em funcdo do material extraido e suas
origens.

No acido fulvico obtido de ambos os rios, Figura 24a e 24c, nota-se que a
distribuicdo dos ions metalicos presentes nos AF apresentou o0 mesmo padrdo de
distribuicdo do COD e estiveram preferencialmente distribuidos nas fragbes de
menor tamanho (F4 e F5), fracdes que apresentaram as maiores porcentagens do
COD. Isso pode ser um indicativo que nesse caso a concentracdo do COD governa
a distribuicdo desses metais nas amostras do AF. Esse padrao nao foi observado
para a distribuicdo no AH, no qual estiveram mais distribuidos nas fracbes (F1 e
F3), apesar da F3 apresentar uma pequena porcentagem do COD, indicando que
nesse caso, outros grupos quimicos tenham contribuam para a complexacéo

desses ions nessa fragéo.
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Figura 24- Distribuicdo dos metais Zn, Cu, Fe, Al presentes originalmente nas fracbes do
COD das amostras de AF e AH dos rios Sorocabinha (a e b) e Itapanhal (c e d) extraidos da
coleta 2.
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5.5. Desenvolvimento da metodologia eletroanalitica utilizando as técnicas
SCP e AGNES para determinacdo de cadmio total e livre nas amostras de
adgua dos rios Itapanhal e Sorocabinha, que possibilite uma futura aplicacao
on-site

A metodologia proposta e desenvolvida neste trabalho com ensaios em
laboratério oferece uma nova perspectiva para especiacdo de metais traco em
aguas naturais, no que diz respeito as futuras andlises on-site. Como j& descrito
anteriormente, a andlise de especiacdo de metal traco ndo € uma tarefa simples
devido a complexidade das matrizes ambientais. Além disso, a coleta e tratamento
das amostras de aguas naturais podem promover e/ou induzir as alteracbes na
distribuicdo das espécies antes das medidas em laboratério. Dessa forma, medidas
on-site sao preferiveis, uma vez que elas evitam problemas devido a contaminacgao
durante a amostragem, adsorcdo de metal nas paredes do recipiente e a
instabilidade das espécies metalicas durante o transporte e armazenamento antes
das medidas (MONTEIRO et al., 2016).

Ao longo dos anos um grande esforco foi feito para conceber o design de
sensores quimicos para medidas on-site e ha uma vasta literatura sobre sensores
quimicos para medidas aquaticas (BUFFLE et al., 2000), porém estes métodos se
concentram principalmente na determinacdo de metal total. E em termos de
portabilidade para sistemas de deteccdo on-site, os dispositivos eletroquimicos séo

0S mais vantajosos devido ao seu pequeno tamanho e baixa demanda de energia.

5.5.1. Determinacao de cadmio total na amostra in natura por SCP

A determinagdo do Cd total foi realizada nas amostras in natura filtradas
(0,45 um) e posteriormente acidificadas para obter a concentracao total do metal
dissolvido (MONTEIRO et al., 2016).

Inicialmente, o sistema eletroanalitico foi calibrado para obter o valor da
constante de proporcionalidade; a (Equacéo 13), utilizando trés ou quatro adicoes
de metal medidas em triplicata. Dez curvas de calibragdo foram construidas no
intervalo de 3,0 x10° a 1,0 x10” mol L™ para obtencdo do LD que variou de
0,8 a 2,4 x10®° mol L e sete curvas de calibracdo foram construidas na faixa de

3x10%a 1,0 x10" mol L e de 1,0 a 3,0 x10" mol L™ produzindo um LD no intervalo
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3,6 a 9,8x10° mol L que é da mesma ordem de grandeza do LD obtido por
GF-AAS (5,0x10° mol L) (MONTEIRO et al., 2016).

E importante mencionar que os valores de LD podem ser melhorados
utilizando tempos de deposicdo mais elevados (60 a 600s) tradicionalmente
utilizados em voltametria de redissolucdo. Neste trabalho utilizamos o tempo de
45s e o0s LD obtidos foram compardveis com os do GF-AAS
(MONTEIRO et al., 2016).

De maneira geral, os resultados das andlises de Cd(ll) por SCP e GF-AAS
exibidos na Tabela 13 foram considerados satisfatorios, visto que apresentaram
elevados valores de concordancia entre o valor adicionado e valor medido
(% recuperacgéo), uma vez que em se tratando de amostras ambientais, conseguir
medidas reprodutiveis é dificil. A porcentagem de recuperacdo das medidas feitas
por SCP variou de 85 a 109%, com média de 96%, sendo estes ligeiramente
melhores que os encontrados por GF-AAS, os quais variaram entre 85 a 97%, com
valor médio de 91%.

Estes resultados confirmaram e validaram a capacidade da SCP em
determinar com precisdo a concentracdo do Cd(ll) total adicionado nas amostras
de &guas naturais estudadas tanto em laborat6rio quanto em on-site, uma vez que
0s Unicos tratamentos realizados nas amostras foram a filtragdo em 0,45 pym e
acidificacdo com o HNO3; que podem facilmente serem realizados em campo, nao
sendo necessario métodos prévios para destruir a matéria organica para a
determinacdo do Cd total provavelmente devido a fraca ligacdo de Cd(ll) com a
matéria organica. Para outro metais como Cu(ll) ou Pb(ll), esta simplificacdo da

metodologia assumida neste trabalho deve ser validada (MONTEIRO et al., 2016).
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Tabela 13- Comparacéo dos resultados da determinacdo de Cd total por SCP e GF-AAS
nas amostras coletadas nos rios Sorocabinha e Itapanhal em novembro/2014.

RiO [MEtil)'é?r;gllol?'?dO] 1(?7':;:;?8'__1 Recu(pz’/eo)ragao 10_7853 . Recugz)ragao
Sorocabinha 0,7 0,7 93 0,8 109
Sorocabinha 1,5 1,4 92 1,3 85
Sorocabinha 2,4 2,2 92 2,4 100
Sorocabinha 3,3 2,9 85 3,3 100

Itapanhau 0,7 0,7 97 0,7 102
Itapanhau 15 1,3 88 14 93
Itapanhau 2,4 2,1 88 2,5 106
Itapanhau 3,3 3,0 91 3,0 91

Fonte: adaptada MONTEIRO et al., 2016.

5.5.2. Determinacédo de cadmio total nas amostras ultrafiltradas (<1 kDa)

Para melhores resultados o tempo de condicionamento das amostras no
sistema de UFT foi fixado em 15 minutos e fluxo nas valvulas de recirculacdo e o
fluxo de saida do ultrafitrado foram definidos como 1,0 e 0,3 mL min®
respectivamente.

Os resultados obtidos apés determinacédo por SCP e GF-AAS das amostras
ultrafiltradas em 1 kDa e acidificadas, representam a concentracdo de Cd(ll),
incluindo tanto o ion metalico livre quanto o metal coordenado a pequenos ligantes
que foram capazes de permear a membrana. A Tabela 14 exibe os resultados de
duas réplicas dos experimentos de UFT-SCP e UFT-GF-AAS para cada rio

estudado.
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Tabela 14- Comparacdo dos resultados da determinacdo de Cd livre nas amostras
ultrafiltradas acidificadas por SCP e GF-AAS.

Cd cd
leianade UFT/SCP UFT/GF-AAS adicionado UFT/SCP  UFT/GF-AAS

Cd (10" mol L™

Itapanhau 1 ltapanhau 2
0,7 0,3 0,2 0,7 0,3 0,2
15 0,5 0,5 15 0,4 0,5
2,4 1,0 0,9 2,4 0,9 0,9
3,2 1,3 0,9* 3,2 1,3 1,0*
Sorocabinha 1 Sorocabinha 2
0,7 0,4 0,5 0,7 0,5 0,5
15 0,9 0,9 15 0,8 1,1*
2,4 1,4 14 2,4 1,3 15
3,2 1,8 1,9 3,2 1,8 2,0

* Pontos discordantes
Fonte: adaptada MONTEIRO et al., 2016.

Analisando os resultados da Tabela 14 pode-se inferir que se houver a
disponibilidade de um sensor eletroquimico que permita o uso do método para
analise de SCP e ainda a possibilidade de levar o sistema de ultrafiltracdo nos dias
de coleta, a SCP pode ser utilizada como técnica de quantificacdo das espécies
livres, minimizando assim, a possibilidade de adulteracdo da amostra durante o
transporte e armazenamento da amostra. Chegou-se a este entendimento através
da comparacao dos resultados obtidos com as duas técnicas, 0s quais mostraram
mais uma vez o potencial e bom desempenho do método proposto para a medir a
concentracdo de metais totais em amostras acidas por SCP, uma vez que houve
apenas trés resultados discordantes obtidos por GF-AAS marcados com um
asterisco (*).

Explorando os dados da Tabela 14, é importante evidenciar que a
concentracdo do Cd(ll) “livre” representa 39% (rio Itapanhau) a 58% (rio
Sorocabinha) do total adicionado, indicando que a outra parte do Cd pode estar
ligada aos compostos coloidais, tipo substancias humicas, que ficaram retidas na

membrana de 1kDa. E embora os valores de COD e pH dessas amostras sejam
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semelhantes, o valor de Cd(Il) medido nas amostras ultrafiltradas € elevado para o

rio Sorocabinha.
5.5.3. Determinacéo de cadmio livre na amostra in natura por AGNES

AGNES foi aplicada diretamente na amostra in natura filtrada (0,45 um) para
obter a concentracdo de metal livre. O desenvolvimento do método para medidas
de AGNES consistiu de duas etapas realizadas consecutivamente. A primeira foi a
verificacdo da condicédo de equilibrio (medidas em diferentes tempos de deposicao,
habitualmente de 30 a 360s) para medidas de AGNES no potencial de deposi¢éo
escolhido, procedimento que deve ser realizado sempre que ocorrer possiveis
variacfes do potencial do eletrodo de referéncia. As condi¢cdes de equilibrio foram
atingidas quando o tempo de reoxidacao chegou a ser o mesmo para o aumento do
tempo de deposi¢cdo (GALCERAN et al., 2004).

A segunda etapa € a calibracao, realizada para obter o valor da constante de
proporcionalidade h (Equacao 14) usando trés ou quatro adicdes de metal medidas
em triplicata. Nove curvas de calibracdo foram medidas no intervalo de
0,6x10° a 1,0x107 mol L™ para o célculo do LD que variou no intervalo de
0,7 a 3,6x10°mol L™

Ressalta-se que este LOD representa o limite para o Cd(ll) livre e é
considerado como um excelente resultado quando comparado com valores obtidos
por eletrodos de ions seletivos que sdo frequentemente de duas a trés ordens de
grandezas mais elevadas. Melhorar estes valores ndo sera tdo simples, uma vez
que um potencial de deposicdo proximo da corrente limite ja foi utilizado
(MONTEIRO et al., 2016).

Os resultados obtidos de Cd(ll) livre determinado diretamente nas amostras
dos rios Itapanhald e Sorocabinha por AGNES foram comparados com o0s
resultados do metal total nas amostras in natura e ultrafiltrada ambas acidificadas,
obtidos por SCP, como mostra as Figuras 25a e 25b, respectivamente. A
comparacao destes resultados permitiu avaliar a contribuicdo dos pequenos
ligantes inorganicos que conseguem permear a membrana de 1kDa na especiagédo
do Cd. Se essa contribuicéo for significativa esperava-se observar valores maiores

do Cd(Il) na solucéo ultrafiltrada, pois se deve lembrar que ao acidificar a amostra e
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analisa-la por SCP tem-se a concentragao total do Cd (“livre+ Cd que estava ligado

a compostos organicos e/ou inorganicos com tamanhos <1kDa).

mCdtotal ©OCd"livre" (AGNES) ©Cd "livre+complexos pequenos” (UF-SCP)

4,0 - a) Itapanhau (b) Sorocabinha
35 -
=
& 3,0 -
S 25-
©
(<))
E 20 _}
T
O
1,5 - %
1,0 -
0,5 - I
0,0 W [ = T T T
0,7 1,5 2,4 3,2 0,7 1.5 2,4 3,2
Cd Total adicionado (107 M) Cd total adicionado (107 M)

Fonte: adaptada de MONTEIRO et al., 2016

Figura 25- Comparacdo do metal total adicionado com os resultados de metal das
amostras ultrafiltradas medidas por SCP e com o metal livre medido diretamente por
AGNES nas amostras do rio Itapanhau (a) e Sorocabinha (b).

Observando os dados para o rio Itapanhald (Figura 25 a) nota-se que a
fracdo livre do cadmio determinada diretamente por AGNES e a fracéo
determinada na fracdo ultrafiltrada por SCP sdo semelhantes, ou seja, seus
resultados sdo proximos. Essa concordancia permite inferir que a especiacdo do
Cd(Il) nessa amostra esta relacionada diretamente a matéria organica natural,
representada pelo COD, uma vez que, a contribuicdo dos possiveis compostos de
tamanho < 1kDa, foi minoritaria.

No entanto, para as amostras de agua in natura do rio Sorocabinha
(Figura 25b) o valor do cadmio livre medido por AGNES é menor do que o valor

medido na fracdo ultrafiltrada, o que indica que as amostras de agua do rio
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Sorocabinha possivelmente € mais concentrada em pequenos ligantes inorganicos
e/ou organicos que sao capazes de permear a membrana de 1 kDa. Este
comportamento pode estar associado as caracteristicas fisico-quimicas
(apresentados na secdo 5.1) das aguas do rio Sorocabinha, o qual apresentou
maior valor de condutividade do Sorocabinha (1043,0 S cm™) e CI' (30,3 mg L™Y)
em comparacdo com os encontrados para o rio Itapanhad (189,0 uS cm™) e
Cl' (12,8 mg L), provavelmente devido ao RS ter uma maior contribuicéo de sais
oriundos da agua do mar. Os ions CI" podem atravessar a membrana de 1kDa e
formar ligac6es com o Cd(ll).

Outra observacéo a ser levada em consideracdo é que a concentracdo do
Cd “livre” na fragao do ultrafiltrado do rio Sorocabinha € aproximadamente o dobro
da encontrada no rio Itapanhal enquanto o metal livre Cd(ll) (AGNES) na amostra
in natura é na verdade menor, indicando que a especiacdo do Cd(ll) é diferente em
ambas as amostras dos rios, sendo controlada principalmente pela matéria
organica no rio Itapanhad, enquanto que no rio Sorocabinha os ligantes de baixa
massa molecular (1kDa) inorganicos e a concorréncia de outros cétions e ions (por
exemplo, CI) sdo maiores para esse rio e devem ser levados em consideracédo. A
partir desses resultados, pode se concluir que a ligacdo do Cd(ll) com a matéria
organica natural é principalmente eletrostatica e que a competicdo com outros ions
possivelmente é muito efetiva (MONTEIRO et al., 2016).

Levando em consideracdo o COD, inclusive em relacdo a sua concentracao
similar em ambos 0s rios, a natureza da matéria organica presente pode ser
diferente devido as relativas quantidades das fracdes de acidos falvicos e humicos
presentes. A forca ibnica mais elevada e os cations presentes no rio Sorocabinha
sugerem que a fracdo humica do COD é menos estavel, ou encontra-se agregada.
Ja no Itapanhau essa fracdo humica pode ainda ser significativa. Em trabalhos
futuros pretendemos investigar esta questdo com mais detalhes (MONTEIRO et al.,
2016).

A fim de confirmar as observagdes descritas foram realizadas medidas de
AGNES nas amostras ultrafiltradas sem acidifica-las de duas amostras do rio
Sorocabinha (enriquecida com 2,4 e 3,2x 107 mol L™ de Cd(ll)) para determinar a
proporcdo de Cd(ll) livre na solucédo ultrafiltrada. Os resultados mostraram que
apenas uma parcela de 37 a 45% do total de Cd(ll) adicionado nesta fragéo € livre,

confirmando assim, que o Cd(ll) estar realmente complexado na amostra
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ultrafiltrada n&o acidificada provavelmente por pequenos ligantes inorganicos
(MONTEIRO et al., 2016).

Neste trabalho foi validada a determinacdo da concentracdo total de Cd(ll)
por SCP nas amostras in natura e ultrafiltrada acidificada com um LD de 1,6x10° M
e a determinacdo do Cd(Il) livre por AGNES com um LD de 1,9x10° M
comparando-se com os resultados obtidos GF-AAS (secdo 5.5.1). Além disso, foi
demonstrado também que a especiacdo de metais proposta pela metodologia
fornece informacfes validas sobre o Cd(ll) total e livre ao ser capaz de elucidar
adicionalmente a contribuicdo de ligantes inorganicos e/ou organicos (<1kDa) na

complexacdo de metais nas amostras in natura (MONTEIRO et al., 2016).

5.6. Estudo das interacdes do Cd(ll) e Pb(ll) com os acidos falvicos e
humicos purificados dos rios Itapanhal e Sorocabinha em diferentes
estacdes utilizando AGNES

Esta nova metodologia consiste em efetuar titulagdes dos acidos humicos
fulvicos extraidos dos rios Sorocabinha (AHS e AFS) e Itapanhau (AHI e AHS) com
o Cd(Ill) e Pb(ll) em uma ampla faixa de concentragdo, seguindo a variacdo do
metal livre por AGNES. Este experimento permite extrair parametros para a
modelagem dos resultados por NICA-DONNAN (trabalhos futuros) e assim
compreender melhor as interacdes do metal com os diferentes ligantes.

Inicialmente foram feitas otimizacdes dos métodos para a obtencao de limite
de deteccédo (LD) adequados para a analise das espécies livres de Cd(ll) e Pb(ll),
por AGNES. Logo, o LOD obtido para Cd(ll) variou de (1,0 a 6,0x10° mol L) e
(3,0 a 8,0x10° mol L) para o Pb(ll). Para avaliar a reprodutibilidade dos
experimentos, bem como da técnica, os experimentos foram realizados em
duplicata e/ou triplicata quando necessario e de maneira geral, como pode ser
observado nas Figuras 26 a 30, os resultados foram bem reprodutiveis,
evidenciando a precisdo nas medidas de AGNES.

Todos 0s experimentos com as amostras estudadas foram realizados em
trés pH diferentes para cada metal. A escolha desses pH, esta relacionada ao pH
natural das amostras de agua coletada nos rios Sorocabinha e Itapanhad, bem
como a uma simulacdo prévia realizada no programa Visual MinteQ, para

verificacdo das faixas de pH onde as espécies de Cd(Ill) e Pb(ll) estivessem
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predominantemente na sua forma complexada, logo os pH de trabalho foram 6, 7 e
8 parao Cd(ll) e 5, 5,5 e 6,5 para o Pb(ll).

As principais diferencas das interacdes do Pb(ll) e Cd(ll) com os &cidos
falvicos e humicos extraidos dos rios Sorocabinha e Itapanhad levando em
consideracéo fatores como, origem do material, sazonalidade, a heterogeneidade
dos complexos formados e diferentes condi¢cdes de pH foram avaliadas em fungéo
do comportamento dos valores das constantes (k' = K¢, r = Cyp,/Cy) Obtidas apos
as titulagcdes dos AF e AH. Para melhor interpretagdo dos resultados os dados de k’
foram normalizados (log k’/concentracdo do AF e/ou AH adicionado (kg L) para
obtencdo de K (L g* AF elou AH) e posterior construcdo dos gréaficos
Cw r (concentragdo do metal total) versus K (L g’ AF elou AH).

A Figura 26 exibe a comparacao da complexacao do Pb(ll) (pH 6,5) e Cd(ll)
(pH 7,0) com o AF extraido do rio Itapanhau coleta 2. Os valores de K foram
sempre maiores para o Pb(ll) do que para o Cd(ll) independente do material
estudado em qualquer concentracéo adicionada sugerindo que as ligacoes (AF-Pb)
sdo mais fortes, ou seja, o Pb(Il) complexa mais em comparacéo as ligacdes do
(AF-Cd).

O perfil das curvas obtidas fornece informagfes quanto a heterogeneidade
dos complexos AF/AH-Metal. Se o sistema for homogéneo, sera obtida uma linha
reta (constante) indicando que a proporcgéo C,;/Cy) Se mantem qualquer que seja
a proporcdo de metal total/ligante total. Quando o sistema € heterogéneo a razao
Cyi/Cy) decresce com o0 aumento da razdo metal total/ligante total. Este
decréscimo € observado porque inicialmente a concentracdo do metal é baixa,
logo, estes tendem a ocupar os sitios de complexacdo mais fortes presentes nos
AF e AH. Conforme a Cy, y vai aumentando, os sitios mais fortes estdo ocupados e
0s ions metalicos vao ocupando os sitios mais fracos. Dessa forma a complexacao
entre o AF-Pb é muito heterogénea, enquanto que para o cadmio € praticamente

homogénea.
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Figura 26- Curvas de KxCy r (obtidas por meio da AGNES) para o acido falvico do rio
Itapanhal periodo chuvoso (AF RI-02), comparando as diferencas de complexacdo do
Cd(Il) (pH 7) e Pb(ll) (pH 6,5) e forca ibnica 0,01mol L™

As Figuras 27a e 27b exemplificam a comparacédo da complexacéo do Pb(ll)
(pH 6,5) e Cd(ll) (pH 7,00 com o AF e AH, respectivamente, comportamento
observado em todas as amostras estudadas. Nota-se que os valores das
constantes para o0 mesmo metal sdo sempre maiores para a complexagdo com o
AH, o qual apresenta comportamento mais heterogéneo, uma vez que o acido
humico é conhecido por apresentar menos sitios com cargas negativas e um maior
grau de variabilidade dos grupos disponiveis para complexar estes metais,
enquanto que o AF apresenta mais cargas e menor variedade de grupos (MILNE;
KINNIBURGH; TIPPING, 2001).

Este efeito é bem evidente para o Cd(ll) onde a complexacdo com o AH é
mais heterogénea e mais forte para uma razdo metal ligante baixa, porém, com o
aumento da concentracdo do metal a complexacdo dos AF torna-se mais efetiva,
pois ha mais grupos. Além disso, estes resultados corroboram com o que ja foi
demonstrado na literatura que as interacdes entre metais traco e o material himico
pode ocorrer através de interacdes ndo especificas, como a carga negativa residual
elou especificas, entre cations e grupos funcionais presentes (DOMINGOS, et al.,
2004).
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Figura 27- Comparacéo das curvas de KxCy, r (obtidas por meio da AGNES) para o AF e
AH do rio Itapanhal periodo chuvoso, experimentos realizados com Cd(ll) em pH 7 (a) e
Pb(ll) em pH 6,5 (b), forca iénica 0,01mol L™.

Tanto para os experimentos Cd(ll) (Figura 28a) quanto para o Pb(ll) (Figura
28b) os maiores valores de K foram encontrados com o aumento do valor de pH e
consequentemente foi observado uma maior complexacdo e heterogeineidade.
Conforme vai ocorrendo a desprotonacdo (acréscimo da carga negativa e/ou
posicdes ionizadas presente nos ligantes) o valor de K’ aumenta (KINNIBURG et
al., 1999). Dessa forma o pH 8 para o Cd(ll) e o pH 6,5 para o Pb(ll) permitiu uma
maior interacdo desses metais traco com os AF e AH estudados. Estes resultados
sugerem que quando forem quantificados Cd(Ill) e Pb(ll) nas aguas dos rios
Sorocabinha e Itapanhal com pH variando de 5,3 a 6,3 (se¢éo 5.1), provavelmente
o Cd(ll) estara mais disponivel do que o Pb(ll), uma vez que o AH e AF presentes

nessas amostras apresentaram maior afinidade pelo Pb(ll).
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Figura 28- Influéncia do pH na complexacgéo do Cd(ll) (pH 6, 7 e 8) (a), e do Pb(Il) em pH

(5, 5,5 e 6,5 (b), com o AF do rio Itapanhad.

Em relacdo a origem, pode-se inferir por meio dos resultados exibidos nas

Figuras 29a e 29b, que para ambos o0s casos em pH mais baixos as complexacdes

sdo semelhantes mas que para os pH mais elevados no caso do Cd(ll) é mais forte

com o AF RI do que com o AF RS mas se observa o inverso em relagédo ao Pb(ll)

onde a complexacdo é maior para o rio Sorocabinha.
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Figura 29- Influéncia da origem do material extraido na complexacdo do Cd AF RS e AF
RI-02 (pH 6, 7 e 8) (a), e do Pb AF RS-02 e AF RI-02 em pH (5, 5,5 e 6,5) (b).

A Figura 30 mostra a comparacdo dos resultados em funcdo da
sazonalidade para os AF extraidos do rio Itapanhal. A complexacdo é
sistematicamente maior na coleta 2 (periodo seco) do que na coleta 1 (periodo
chuvoso). A diferenca € maior no caso do Cd(ll) do que para o Pb(ll), e no caso do
Cd(Il) maior aos pH 6 e 7 do que a pH 8. Nota-se que a distribuicdo das fracdes
indica que no caso da coleta 1 a predominancia é da fracdo F3 com 45% seguida
da F4 com 27% e da F5 com 7% enquanto na coleta 2 a fragdo mais preominante é
a F5 com 35%, seguida da F4 com 26% e F3 com 23%. Esta distribuicdo com
maior abundéncia de moléculas menores na coleta 2 indica em geral maiores
densidades de cargas por moléculas, o que justificaria uma maior complexacdo. As
titulacbes potenciométricas para determinar as quantidades de cargas estdo em

andamento, o que permitira brevemente confirmar a origem deste comportamento.
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Figura 30- Influéncia da sazonalidade na complexagédo do Cd e AF Rl (pH 6, 7 e 8) (a) e
do Pb AF RI em pH (5, 5,5 e 6,5) (b), para os periodos chuvoso (01) e seco (02).

Durante este trabalho foram realizados experimentos de SSCP para estudar
a heterogeneidade da complexacdo e apenas um exemplo sera mostrado aqui.
Esse estudo pretende investigar métodos capazes de obter informacdes de
heterogeneidade a partir da inclinacdo da curva de SSCP que € intercalada nos
experimentos de AGNES.

Na SSCP é a inclinacdo da curva que reflete a heterogeneidade do
complexo SHA-Metal. Os graficos de SSCP apresentam duas curvas, uma
referente a curva tedrica (Fitting curve SSCP — linha cheia) obtida por intermédio de

equacoOes estabelecidas para combinar os valores teoricos, ajustando os valores do

E° (potencial padrdo) e Tt,, (tempo) e a outra curva representa os dados

7

experimentais (linha com marcadores). A curva tedrica é para um sistema
homogéneo, quanto mais distante for a curva experimental (SSCP [Cd]= 5,1x10®%)
da curva tedrica (Fitting curve SSCP [Cd]=5,1x10%), por exemplo, mais
heterogéneo € o sistema. Observando os resultados parciais obtidos neste trabalho
(Figura 31), é possivel inferir que a pH 6 o0s complexos formados para a
concentracdo de Cd estudada sdo praticamente homogéneos para ambas SHA
estudadas, enquanto que, os formados com o Pb(Ill) ao mesmo pH, apresentam

uma inclinagdo maior nos pontos experimentais nas curvas de SSCP quando
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comparados com a curva tedrica, evidéncia de um comportamento bastante

heterogéneo.
(&) SHA RS- Cd(ll) (b) SHA Sor- Pb(Il)
0,10 0,40
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Figura 31- Curvas de SSCP experimental e tedrica para o Cd(ll) (a) e Pb(ll) (b) com a SHA
extraida do rio Sorocabinha a pH 6.
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6. CONCLUSAO

> Os resultados da avaliacdo da qualidade da agua dos rios Sorocabinha (RS)
e Itapanhau (RI) permitiram verificar que a maiores diferencas entre esses rios se
devem a maior contribuicdo da agua do mar no rio Sorocabinha, o qual apresentou
maiores valores de condutividade e cloreto principalmente no periodo de estiagem.
A MON foi caracterizada como predominantemente de origem aléctone e a
concentracdo do COD foi maior no RS em detrimento do Rl e apresentaram
maiores valores quando comparados com rios de outros paises. Os metais, Al, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, e Zn foram encontrados em ambos 0s rios, em maiores
concentracbes no RS, e no periodo chuvoso para ambos. Estes metais
apresentaram-se predominantemente na fracdo dissolvida, complexados a fracédo
coloidal. E apenas Al, Fe, Cu e principalmente Mn apresentara-se em suas “formas

livres” e dessa forma, mais biodisponiveis para internalizacéo pela biota aquética;

> A anélise de ANOVA intervalo de 95 % de confianca aplicada aos dados de
caracterizacdo das substancias humicas e acidos fulvicos extraidos a partir da
MON para os rios estudados revelaram que apesar das amostras apresentarem
algumas variac6es em suas composicfes estruturais, ndo ha diferenca significativa
entre elas. Houve uma maior predominancia de estruturas alifaticas na composicéo
de todas as amostras, porém as amostras provenientes do RS no periodo chuvoso
sdo mais humificadas e aromaticas do que as do RIl. Em relacdo a influéncia da
sazonalidade, as amostras (SHA RI-02 e SHA RS-02) sdo mais aromaticas e ricas
em compostos carbonilicos do que as amostras coletadas no periodo chuvoso
(SHA RI-01; SHA RS-01).

> A partir do fracionamento molecular das amostras das SHA e AF e in natura
foram obtidas seis fracdes, e apenas 5 para os AH, assim descritas: F;>100
kDa;30 <F,< 100 kDa; 10 < F3<30 kDa; 3<Fs< 10 kDa; 1 <Fs<3 kDaou Fs<3 e
Fe <1 kDa. As amostras de SHA extraidas do RS apresenta maior predominancia
de compostos de maiores tamanhos, F4 em detrimento das do RI que tem maior
porcentagem dos compostos menores F5. Em relacdo aos AF a maior composicéo
€ dos grupos de menores tamanhos (F5) e para o RS ha uma ainda uma
porcentagem maior de compostos (<1kDa). Os acidos humicos presentes nesses
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rios tem uma maior abundancia dos compostos de alta massa molecular (F>100
kDa). A distribuicdo dos metais presentes originalmente nas fracoes estudadas, de
maneira geral, evidenciaram as diferenca das afinidades dos metais (Zn, Fe, Al e
K) em funcdo do material extraido e suas origens. No AF de ambos o0s rios, 0s
metais estiveram preferencialmente distribuidos nas fragcbes de menor tamanho (F4

e F5) enquanto que no AH estiveram mais distribuidos nas fracdes (F1 e F3).

> A metodologia desenvolvida para a especiacdo de Cd(ll) nas amostras de
agua dos RS e RI, validada em laboratério combinando UFT-SCP e AGNES é
capaz de ser utilizada em experiéncias on-site, uma vez que para a quantificacao
por SCP apenas a filtracao e acidificacdo das amostras € necessario, enquanto que
por AGNES a amostra € apenas filtrada. Os resultados forneceram informacdes
validas em relacdo as concentracdes totais e livres de cadmio e, adicionalmente,
alguma interpretacdo sobre a contribuicdo dos pequenos ligantes inorganicos na
complexacdo do Cd(ll). A determinacdo de Cd(ll) total nas amostras (in natura e
ultrafiltrada em 1kDa) acidificadas por SCP teve limite de deteccdo de
1,6x10° mol L™ e o LD para a determinacédo de Cd(ll) livre usando a AGNES foi
1,9x10° mol L™

> As principais diferencas das interacdes do Pb(ll) e Cd(ll) com os &cidos
falvicos e humicos extraidos dos rios Sorocabinha e Itapanhal usando AGNES
foram avaliadas levando em consideracdo fatores como, origem do material,
sazonalidade e heterogeneidade através do comportamento dos valores de K. Os
resultados obtidos mostram uma complexacdo mais efetiva para o Pb(ll) do que
para o Cd(ll) como esperado. Considerando o mesmo metal, os valores de K
indicaram que o AH tem maior potencial complexante e comportamento mais
heterogéneo que o AF. Em relacédo a variacdo do pH tanto para os experimentos
com Cd(Il) quanto para o Pb(ll), os maiores valores de K foram encontrados com o
aumento do valor de pH e consequentemente foi observado uma maior
complexacao e heterogeneidade. Comparando os AF e AH obtidos dos Rl e RS
nao existe uma tendéncia clara, ja em relacdo a sazonalidade a complexacéao é

mais efetiva no periodo seco que no chuvoso.
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7. TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

Determinagcdo dos parametros NICA-Donnan para os acidos humicos e
fulvicos aquaticos purificados, fracbes (obtidas apds fracionamento) e dos
rios Sorocabinha e Itapanhau dos dois periodos de coleta (marco e
novembro de 2014

Titulagdes potenciométricas das 8 amostras sob trés diferentes forcas
idnicas;

Modelagem dos resultados de potenciometria e da interaccdo com Cd** e
Pb?* com Orchestra/PEST;

Experimentos de AGNES e SSCP nas amostras ap6s o fracionamento
molecular do AF e AH purificado dos rios Sorocabinha e Itapanhau

Simulacdo dos resultados esperados em cada fracdo com Orchestra
baseado nos parametros obtidos para os materiais purificados néo

fracionados;

c) Tratamento dos dados experimentais obtidos por SSCP para aferir a

d)

heterogeneidade e labilidade do Cd(ll) e Pb(ll) com os AF e AH purificados

e suas fracoes.

No trabalho de pos-doc pretende-se continuar o desenvolvimento da
detecgdo on-site terminando o trabalho para o Cd(ll) e Pb(ll) e

desenvolvendo a detecgao para o Hg(ll).
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