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FLUORESCENCE ANALYSIS OF HUMIC SUBSTANCES EXTRACTED FROM WATER, SOIL AND SEDIMENT OF THE
PATOS LAGOON - MS. The humic substances were extracted from sediments, water and soil close to the Lagoa dos Patos-MS. The
characterization was performed through fluorescence emission. In the HSs it is possible to see strong indications of incorporation

of compounds originating from lignin degradation, confirmed by fluorescence emission (EEM and synchronous spectra). These

differences observed in HSs may be due to tropical regions displaying a great variety of vascular plants and aquatic macrophytes

that contribute natural organic matter. The seasonality effect also causes the entrance of pedogenic material and the suspension of

sediments by the action of winds.
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INTRODUCAO

A matéria organica natural (MON) é amplamente distribuida
nos solos, dguas naturais e sedimentos. Mudangas hidroldgicas e da
composi¢do do solo influenciam na quantidade de matéria organica
em ambientes aqudticos e na sua natureza quimica, podendo provo-
car diferentes efeitos biogeoquimicos no ecossistema.! A MON &
constituida por compostos orgénicos aquagénicos e pedogénicos.’
Proteinas, peptideos e polissacarideos ocorrem na proporcdo de 20
a30% da MON dissolvida e os compostos refratdrios (aquagénicos e
pedogénicos), principalmente as substancias himicas, correspondem
de 70 a 80%, sendo o acido filvico, normalmente, o predominante
em ambientes aquéticos.?

As substancias himicas (SHs) podem ser definidas operacio-
nalmente de acordo com sua solubilidade em dgua. O 4cido himico
(AH) € insolivel em condicdes 4cidas (pH < 2); o dcido filvico
(AF) € solivel em toda a faixa de pH e a humina € insolivel em
qualquer valor de pH.* As SHs sdo de ocorréncia natural (biogénicas),
heterogéneas, apresentam coloragdo escura,’ sdo refratdrias e com
elevada massa molecular.® As SHs sdo macro-moléculas complexas,
constituidas de diferentes estruturas aromadticas e alifaticas, ricas em
grupos funcionais, contendo oxigénio.'* Estas estruturas estdo ligadas
a peptideos e a outros compostos contendo nitrogénio e carboidratos
em pequenas quantidades.”

Atualmente, € proposto por Piccolo® que as SHs séo associagdes
supramoleculares de moléculas heterogéneas relativamente pequenas.
Este agregado ndo estd associado por ligagdes covalentes, mas por in-
teracdes mais fracas como as de Van der Waals, -, CH-w e pontes de
hidrogénio. Segundo o autor, os AFs sdo originados, principalmente,
pela associaciio de pequenas moléculas hidrofilicas que apresentam
grupos funcionais dcidos, os quais mantém seus constituintes soliveis
em qualquer faixa de pH. J4 os AHs sdo originados, principalmente,
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pela associacdo de compostos hidrofébicos, que sdo estdveis em pH
neutro devido as forgas dispersivas hidrofébicas (Van der Waals, ©t-7
e CH-m). Com a diminui¢io do pH, ocorre aumento progressivo da
estrutura molecular dos AHs, através das interacdes por pontes de
hidrogénio, até ocorrer sua floculacdo em baixos valores de pH.

Por sua estrutura complexa e varidvel, as SHs apresentam impor-
tante papel ambiental na biodisponibilidade de metais; no transporte,
acimulo e concentracdo de espécies metdlicas;” na interacdo com
compostos organicos antropogénicos; na cadeia alimentar plancto-
nica, através da alterac¢@o da turbidez e da intera¢cdo com nutrientes,
modificando a produgdo primdria; como fonte de carbono para a
cadeia alimentar e, também, na alteragéio da zona fética.>>!1°

Normalmente, as SHs em lagos sdo de origem terrestre, mas
podem ser provenientes de plantas aqudticas da regido litorAnea
(macroéfitas aquéticas) ou do fitoplancton.’ A principal diferenca €
a presenca de lignina modificada existente nas SHs derivadas do
solo, apresentando grande quantidade de anéis aromaticos e grupos
contendo oxigénio. Ja as SHs derivadas das algas apresentam maior
quantidade de carbono alifatico.! Estas diferengas estruturais sio as
principais responsaveis pelas diferencas nas andlises espectroscépicas
na regido do ultravioleta e visivel e na emissdo de fluorescéncia.

As técnicas espectroscopicas de absorvancia (UV-Vis) e de
emissdo de fluorescéncia t€m sido aplicadas, nas dltimas décadas,
para caracterizar, diferenciar e classificar a matéria organica natural.
Para caracterizar a MON ou as SHs, sdo empregadas relacdes entre as
absorvancias em diferentes comprimentos de ondas, como o quociente
E,,/E, (250/365 nm) que € inversamente proporcional ao tamanho
molecular e a aromaticidade.!! Artinger et al.® determinaram os va-
lores da razdo E, /E, (L g cm™) das SHs, obtendo para AH < 3,5
e AF > 3,5, onde os AHs apresentam maior absorvancia especifica
e menor valor da razdo de E, /E,, indicando aumento do grau de
humificacdo, aromaticidade e massa molecular.

Quando as SHs sao fracionadas, de acordo com sua massa mole-
cular, diferengas na absorvancia e fluorescéncia sdo observadas. As
fragdes de menor massa molecular apresentam maior intensidade
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de fluorescéncia (IF) e menor absorvancia que as fragdes de maior
massa molecular.'*!® Uma possivel explicacdo para este fendmeno
¢é o fechamento da posi¢do das subunidades hidrofébicas, dentro da
estrutura supramolecular, mascaradas pelos grupos hidrofilicos.'*!
Embora as razdes deste fato ndo sejam bem claras, podem ser usa-
das para compreender as mudancas espectrais nas fracdes das SHs.
Quando a amostra apresenta fluorescéncia com baixa intensidade
em comprimento de onda mais longo, normalmente refere-se aos
dcidos himicos."

Chen et al.'® estudaram as subfragdes da matéria organica natural
dissolvida e do dcido himico extraido do solo, onde observaram: o
AH apresenta um comprimento de onda maximo de emissdo acima
de 450 nm e as fracdes da MON rica em carboidratos (MON-CH) e
em polifendis (MON-PP) apresentam emissdo entre 435 e 450 nm.
A baixa intensidade de fluorescéncia do AH indica a presenga de
anéis aromdticos condensados e estruturas insaturadas, com alto grau
de conjugagdo. Para a MON-CH e MON-PP, a intensidade maxima
em menor comprimento de onda € associada ao baixo conteido
aromdtico e menor massa molecular. Jd Rivero ef al.'” consideram
que o deslocamento da intensidade médxima de fluorescéncia, para
comprimentos de onda mais longos, € atribuido aos substituintes nos
anéis aromaticos.

Alguns picos obtidos nos espectros de varredura sincronizada
também sdo empregados nos estudos das SHs. O pico entre 270-
310 nm € considerado como semelhante a protefnas (triptofano e
tirosina)'®!® ou proveniente da emisséo de fluorescéncia de compostos
monoaromaticos.!® Peuravuori e al.'® consideram este pico (270-310
nm) proveniente da emissdo de fluorescéncia de aminodcidos aroma-
ticos ou dcidos voldteis, contendo estruturas alifiticas com ligacdes
conjugadas. Para Ferrari e Mingazzini,'® o pico de 310-370 nm estd
relacionado a dois anéis aromaticos; de 370-400 nm, ao acido filvico;
de 470 nm ou mais, ao dcido hdmico. J4 Peuravuori ef al.'® dividem
o espectro de varredura sincronizado (AA = 18 nm) em: 330/348
nm (excitagdo/emissdo) caracteristico de compostos com 2 anéis
aromadticos (semelhantes aos naftalenos); 355/373 nm policiclicos
aromadticos com 3 ou 4 anéis; 400/418 policiclicos aromaticos com
5 anéis; 460/478 policiclicos aromdticos com 7 ou mais anéis, ou de
lignina que emitem fluorescéncia nesta regido.

Os espectros de emissdo em vdrios comprimentos de onda de
excitacdo resultam na matriz excitagdo-emissdo (MEE), fornecendo
informagdes que podem ser usadas para identificar os compostos
fluorescentes presentes na mistura complexa.'*?

No presente trabalho, foram utilizadas as técnicas espectros-
copicas na regido do UV-Vis e de emissdo de fluorescéncia, para
verificar possiveis diferengas entre as substincias hiimicas (AFs e
AHs) extraidas da dgua, solo e sedimento da Lagoa dos Patos — MS.
Também foram extraidas as SHs (AF e AH), em jan/03 e jul/03,
com a finalidade de verificar possiveis alteragdes provenientes da
sazonalidade (4dguas altas e baixas).

PARTE EXPERIMENTAL
Area de estudo

A planicie de inundac¢do do alto Rio Parana é composta por
um grande nimero de ambientes aqudticos, podendo-se destacar
canais secundarios, ressacos, distributarios com caracteristicas de
habitats semi-l6ticos, lagoas tempordrias e permanentes.?' Estes
ambientes apresentam uma considerdvel variabilidade quanto as
caracteristicas limnoldgicas, que estao associadas ao grau de conexao
(ou isolamento) com os rios, ao potencial de acdo do vento (fetch),
profundidade e, primariamente, ao regime hidrolégico dos Rios
Parand e Ivinheima.?

A coleta de dgua foi realizada no ponto P1 em jan/03 e as amostras
de solo (S1) e sedimentos foram coletadas, em jan/03 (P2, P3, P4 e PS)
e jul/03 (P3, P5), na Lagoa dos Patos/MS, localizada a 22°43°12”S e
53°17°37”W, pertencente a planicie de inundagdo do alto Rio Parand.
Trata-se de uma lagoa pequena (1,14 km?), com profundidade média
de 3,50 m e que apresenta conexao permanente, por um canal com
8 m de largura, com o Rio Ivinheima. Sua margem é composta por
vegetacdo arborea, herbdcea e macrdfitas aquaticas, especialmente
Eichhornia crassipes e Eichhornia azurea. Como o Rio Ivinheima
nao se encontra represado, comporta-se como um sistema de trans-
porte e distribui¢do de material particulado, influenciando, assim, nas
caracteristicas do carbono organico aléctone e autéctone.?'* O valor
da razdo entre A, /COD (32.11 + 10.04 L g") e a de fluorescéncia
com excitagdo em 370 nm (FR =450/500 = 1.49 + 0.02, PW > 452.5
+ 1.8) indica que o carbono organico dissolvido (COD), na Lagoa dos
Patos, apresenta grande quantidade de substancias himicas dissolvi-
das, principalmente, 4cido filvico de fonte aléctone.”

Coleta e preparo das amostras

As amostras de sedimentos foram coletadas na profundidade de
20 cm com draga de Petersen modificada, homogeneizadas e trans-
feridas para os sacos de amostragem Whirl Pack, que foram vedados
e preservados a —20 °C. A amostra de solo (S2) foi coletada na drea
que separa o Rio Ivinheima da Lagoa dos Patos — MS, na camada
superficial do solo (20 cm). Do sedimento e do solo, as substancias
himicas foram extraidas de acordo com o método da Sociedade
Internacional de Substancias Himicas (IHSS), sendo extraidos os
acidos filvico e himico nas amostras de jan/03 (P2 ao P5, S1) e
jul/03 (P3,P5 e S1).

Os 4cidos fulvico e himico da dgua (P1) foram extraidos segundo
0 método de Thurman e Malcolm,* de 150 L de dgua filtrada (0,45
um), acidificada (pH 2,0) com HCI. As substancias himicas extraidas
da dgua receberam a sigla AF-LP (4cido filvico extraido da dgua
da Lagoa dos Patos) e AH-LP (dcido hiimico extraido da dgua da
Lagoa dos Patos).

As andlises espectroscopicas de fluorescéncia e de absorvancia na
regido do UV-Vis foram realizadas nas amostras de AF (10 mg L' em
termos de COD) e AH (20 mg L' em termos de COD) em pH préximo
de 7,0. Os espectros da absorvancia foram obtidos no equipamento Cary
50 da Varian e as andlises de fluorescéncia no Fluorescence Spectropho-
tometer F-4500 Hitachi. Foram obtidos espectros de emissao (excitagdo
em 314 e 370 nm); de excitag@o (emissd@o em 520 nm); de varredura
sincronizada (AA = 18 nm) e os de matriz excitagdo-emissdo, com
varredura de 200 a 500 nm de excitacéo e de 300 a 600 nm de emissdo.
Todos os espectros de fluorescéncia foram obtidos aplicando-se 240 nm
min’', fenda de 5 nm, cubeta de quartzo de 1 cm e dgua Milli-Q como
branco. A intensidade do pico Raman da dgua Milli-Q foi usada para
verificar mudangas no sinal da IF. Os espectros das amostras foram
subtraidos do espectro da dgua Milli-Q (branco) e normalizados pelo
carbono organico dissolvido (mg L).

As andlises de RMN foram realizadas com o espectrometro
Varian, modelo Mercury plus BB, 300 MHz, utilizando a técnica de
polarizacéo cruzada e rota¢do no dngulo mdgico CP/MAS de °C,
empregando uma sonda para sélido da Varian CP/MAS, 7 mm. A
freqiiéncia de ressonancia foi 75,457 MHz (**C), tempo de contato
para polarizagdo cruzada de 1 ms e tempo de repeti¢do de 2,5 s,
obtendo-se 10000 pontos. Os deslocamentos quimicos foram me-
didos em relagdo ao tetrametilsilano (TMS) via hexametil-benzeno
(HMB) como referéncia secunddria (pico da metila em 17,3 ppm),
acumulando-se 8000-12000 repeticdes. As amostras foram medidas
em rotor de nitreto de silicio (Si,N,) de 7 mm de didmetro e tampa
de Torlon, com freqiiéncia de rotacio em torno de 5 kHz.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Espectroscopia de absorc¢io na regiio do ultravioleta e visivel

Os resultados dos espectros da absorvancia na regido ultravioleta
e visivel das amostras dos dcidos filvicos e dos dcidos hiimicos
foram semelhantes aos obtidos por Artinger et al..® As amostras de
AHs apresentaram maior absortividade especifica e menor raziao
(E,,/E,q,)» @20 comparar com as amostras de AFs, indicando maior
grau de humificac@io, aromaticidade e massa molecular dos AHs
em relacdo aos AFs. Estes resultados também mostram diferencas
existentes entre os AHs e AFs extraidos, de acordo com o ponto
amostrado. Entre os AHs, o do ponto da virzea (AH-P3) foi o que
apresentou maior absortividade especifica, provavelmente, devido a
grande quantidade de lignina na sua composicéo ou a incorporacio
recente de substancias hidrofébicas que absorvem nesta regido. O AH
de menor absortividade foi o extraido da dgua (AH-LP), indicando
assim uma menor quantidade de grupos aromdticos condensados, ou
seja, menos hidrofébico.

Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de emissdo das substancias hiimicas foram seme-
lhantes aos encontrados na literatura.'>!*!¢ Dos espectros de emissdo
dos AFs, o extraido da dgua da lagoa (AF-LP) apresentou menor IF
com excitagdo em 314 e em 370 nm, devido ao menor nimero de
fluoréforos que emitem fluorescéncia nestes comprimentos de exci-
tacdo. Esta alteragdo da IF indica que o AF-LP apresenta estrutura
organica menos complexa (menor quantidade de anéis aromaticos
condensados na sua composicdo), a qual pode ser confirmada pelos
resultados darazdo E, /E, e pela andlise de RMN BC, onde o AF-LP
apresentou 23,2% de carbono aromdtico (Tabela 1).

O pico da intensidade maxima de emissio (XEX = 370 nm) dos
AFs ocorreu proximo de 450 nm e dos AHs, préximo de 500 nm. O
deslocamento do pico de emissdo maxima, obtido nos AHs, indica
maior conteido aromdtico que nos AFs, o qual estd de acordo com
resultados obtidos por outros autores.'>'*> Apesar dos AHs apresen-
tarem maior quantidade de anéis aromdticos, sua baixa IF pode ser,
em parte, atribuida ao grande nimero de substituintes nas estruturas
aromadticas, as liga¢des intra e intermoleculares e a aproximagdo dos
croméforos aromaticos.'>!*1¢ Qutra possivel explicagdo para este
fendmeno € o fechamento da posi¢ao das subunidades hidrofébicas,
dentro do esqueleto estrutural, mascaradas pelos grupos hidrofilicos.
Embora as razdes deste fato ndo sejam bem claras, podem ser usa-
das para compreender as mudangas espectrais nas fragcdes das SHs.
Quando a amostra apresenta fluorescéncia com baixa intensidade e
em comprimento de onda (L) mais longo, normalmente sio referen-
tes aos dcidos hiimicos.'!> Chen et al.'® consideram também que a
intensidade maxima de emissdo depende do comprimento de onda
de excitagdo, o que foi observado para o AF-S1 e AH-S1.

Para distinguir AF derivado da atividade microbiana dos deri-
vados terrestres, tem-se proposto a determina¢@o do indexador FR,
que € arazdo da IF emitida nos comprimentos de onda de 450 e 500
nm (Em,/Em_,)."'¢ Os AFs provenientes da atividade microbiana,
geralmente, contém menor quantidade de anéis aromdticos e maior
razdo FR (préxima de 1,9) e os de origem terrestre apresentam maior
contedido aromadtico e menor razdo FR (préxima de 1,4). Os valores
de FR (Tabela 1) indicam que os AFs apresentam caracteristicas
de origem terrestre, com excecao do AF-P3, que apresentou valor
superior a 1,4, indicando mistura de AF aléctone-autdctone, prova-
velmente devido a influéncia da varzea, onde ocorre decomposicao de
plantas aquaticas ou terrestres de menor porte (gramineas e arbustos),
indicando assim incorporagdo recente de compostos na sua estrutura
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Tabela 1. Valores das razdes entre a absorvéncia especifica (E,/
E.s; Eyp/Eus Epsi/Eqyy)s grau de aromaticidade percentual (o), da
intensidade de fluorescéncia (IF/A ), FR e dos principais picos dos

espectros MEE, das amostras de jan/03 e jul/03 (a)

Amostra E, / E,/ E,/ ‘o, FR Pico Pico Pico

E E E A C L

365 400 203
AF-LP 4,9 5,5 043 232 1,30 53 206 -
AF-P2 4,0 4,6 0,54 31,8 1,29 12,7 18,0 -
AF-P3 5.1 5,0 034 258 1,53 44 194 -
AF-P4 4,3 4.4 0,53 30,7 1,30 52 162 -
AF-P5 4,6 4.5 0,50 27,6 1,18 3,8 18,0 -
AF-S1 4,7 5,0 042 245 144 42 213 -
AH-LP 3,0 32 044 280 09 19 30 29
AH-P2 2,5 2,7 049 2908 072 14 30 38
AH-P3 2,7 3,0 0,67 26,1 073 0.8 57 87
AH-P3® 28 3,1 0,58 264 079 09 29 40
AH-P4 2,6 2,8 0,58 30,0 078 4,1 44 27
AH-P5 2,7 2,8 0,68 275 095 1,7 30 35
AH-P5® 2,6 2,6 0,56 30,7 091 - - -
AH-S1 24 2,5 0,54 309 082 10 18 22
AH-S1® 2,6 2,7 0,50 31,1 087 1,1 14 14

Pico A = Ex /Em Pico C = Ex /Em,, .; Pico L =

260-270 390-410; 310-320° .
Ex /Em FR: razdo das IF com Em,_/Em_ e excitag¢do de

435-450° 500—5]0; 450° 500
370 nm; "% das estruturas aromadticas determinadas por RMN *C.

(a) indica 4cido himico extraido das amostras de jul/03.

supramolecular.

Foram observadas diferencas distintas entre os espectros de
excitacdo dos AHs em relagdo aos AFs. Os espectros de excitacio
dos dcidos himicos apresentaram dois picos, um préximo de 320 nm
e 0 mais intenso préximo de 460 nm. A emissdo em comprimentos
de onda de excitagdo mais curtos (360 nm) pode ser interpretada,
principalmente, como presenga de anéis aromaticos com estruturas
mais simples na sua composi¢@o. J4 os picos em comprimentos de
onda mais longos (400 nm), podem ser provenientes da emissdo de
fluoréforos formados por anéis aromdticos condensados e/ou conju-
gacdo de anéis aromdticos simples.?

Segundo Senesi,'* os espectros de excitacao dos AFs de origem
terrestre (pedogénicos) apresentam, somente, banda préximo de 390
nm; da dgua de rio ocorre entre 360-375 ou entre 325-350 nm e, os
de solos, da atividade microbiana, exibem dois picos, um em 336 e
outro em 417 nm. Através das caracteristicas dos espectros € possivel
verificar que o AF-P2 (sedimento, margem do barranco) apresenta flu-
or6foros semelhantes ao do AF-S1 (solo) e os demais AFs apresentam
deslocamento para o azul. Assim, os AFs apresentam espectros com
caracteristicas de mistura de substancias pedogénicas e aquagénicas
(atividade microbiana na vdrzea ou no sedimento), principalmente os
AF-P3 e AF-P5, provavelmente, incorporando substancias originadas
da decomposicdo da matéria organica autéctone. O AF-P5 foi extra-
ido de material coletado no local que apresenta maior influéncia das
macrofitas aqudticas, alterando assim sua estrutura supramolecular. O
AF-P3 foi extraido de material coletado no local que sofre influéncia
da varzea, a qual pode estar afetando a sua estrutura supramolecular,
através da incorporagdo de matéria organica recentemente decom-
posta, o que estaria de acordo com a teoria de Piccolo.?

Nas Figuras 1 e 2, constam os espectros de varredura sincronizada
dos 4cidos filvicos (Figura 1) e himicos (Figura 2) extraidos da dgua
dalagoa (LP), do solo (S1) e do sedimento (P2 ao P5). Os espectros dos
AHs apresentaram a mesma forma (pico proximo de 475 nm), mas com
IF emitidas diferentemente, sendo o AH-S1 o que apresentou menor
IF, confirmando que este dcido hiimico apresenta maior quantidade de
anéis aromadticos que os demais dcidos htimicos (Tabela 1). O espectro
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do AF-P3 apresenta o maximo de emissdo em 386 nm, indicando, assim,
que sua estrutura € formada por fluor6foros mais simples. Os demais AFs
apresentaram bandas espectrais semelhantes aos do AF-S1, indicando
a presenca de fluor6foros similares. Apesar dos espectros dos dcidos
filvicos apresentarem bandas largas, a IF préxima de 440 nm pode ser
atribuida a polifendis, e a banda de 440 a 480 nm indica a presenga de
compostos de maior massa molecular e com anéis aromaticos policon-
densados.'®

Na Figura 3, consta o espectro da matriz excitacdo-emissio
(MEE) do 4cido filvico extraido da dgua da lagoa (AF-LP), sendo
que os demais AFs exibiram praticamente a mesma forma, alterando
somente o valor da IF emitida. Na Figura 4, consta o espectro do 4cido
hidmico extraido do sedimento no ponto P3, o qual foi semelhante
aos espectros dos AHs dos pontos P2, P5 e S1. Na Figura 5, consta
o espectro do dcido himico extraido da dgua (AH-LP), o qual foi
semelhante ao do sedimento no ponto P4 (vérzea). Os principais picos,
nos espectros MEE, dos AFs (Figura 3) sdo o pico Cou o (A, /A, =
440/315) e o pico A ou o’ com menor intensidade (Tabela 1), os quais
ja so bastante estudados e discutidos na literatura em detalhes.'®"
Os AHs apresentaram o principal pico em A, /A, =445/510 que, de
acordo com Matthews et al.,” sdo tipicos de AHs terrestres derivados
da lignina (denominados de pico L neste estudo). Os AHs exibiram
também o pico C (A, /A, =500/320) e o pico A (A /A, =270/410),
normalmente com menor IF, com exce¢do do AH-P4 e AH-LP (Figura
4), que apresentam o pico C com maior IF.

Pelos espectros de MEE, observa-se grande diferenga entre os
croméforos que emitem fluorescéncia nos AFs e AHs, confirmando
as diferengas no grau de humificagéo e aromaticidade das SHs. Estes
espectros também mostram que os AHs apresentam grande quantidade
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Figura 1. Espectros sincronizados (AL = 18 nm) dos dcidos fiilvicos
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de material proveniente da lignina indicando, assim, que o material
humico foi depositado recentemente e estd, provavelmente, em fase
de humificagdo.

A menor IF emitida pelas substincias humicas (AF e AH) pode
estar relacionada a alguns fatores: maior massa molecular com
maior quantidade de anéis aromadticos condensados (AH-S1); menor
quantidade de fluor6foros e maior quantidade de grupos substituintes
doadores de elétrons existentes nos anéis aromaticos (AH-P5). A
correlagdo positiva (r = 0,9514, p < 0,001) entre a razdo E, /E, e
FR (razdo da IF emitida Em, /Em_, excitagdo em 370 nm) con-
firma que a IF emitida estd relacionada com o grau de humifica¢do
da substiancia humica (tamanho molecular e contetido aromatico).
Também foi observada correlagdo negativa (r =-0,6995, p < 0,005)
entre o valor de FR com a relagdo E  /E, ., que segundo Korshin ef
al.,” arazdo E/E, . € pequena para o benzeno e aumenta quando
os anéis aromdticos apresentam substitui¢cdes indicando, assim, que o
valor de FR também estd relacionado com a substitui¢do existente no
anel aromatico. Neste caso, provavelmente, as SHs contém estruturas
aromadticas com substituintes de grupos funcionais que apresentam
pares de elétrons doadores (—OH, —NH,, ~OCH,), os quais provocam
o deslocamento de médxima emissdo para comprimentos de onda
mais longos.

Neste estudo, foi observado que o contetido aromatico apresentou
correlacdo positiva (r=0,8071, p <0,05) com a IF emitida (excitacio
em 314 nm, emissio 450 nm) e com excitacdo em 370 nm (r=0,8052,
p <0,05) para os 4dcidos filvicos extraidos (Figura 6) e para os 4dcidos
hiimicos a correlagdo foi negativa (r =-0,9219, p < 0,05). Ao correla-
cionar o conteido aromadtico com os valores de intensidade maxima
emitida nos espectros da matriz excitacdo-emissao, foi observada
correlacio negativa para os AFs (r =-0,8634, p <0,05) e para os AHs
(r =-0,8366, p <0,05). Neste caso, a afirmagdo que as intensidades
de fluorescéncia diminuem em func¢io do tamanho molecular ou do
conteido aromdtico pode levar a um erro de interpretagio, pois no
caso dos dcidos fulvicos aqui estudados (Figura 6), esta afirmagdo
s6 pode ser considerada quando € relacionada com o comprimento
de onda de excitacdo que fornece a mdxima emissdo. J4 este efeito
ndo foi observado na correlac@o entre o contetido aromatico e a razao
E,/E,,» & qual foi negativa tanto para os AFs (r=-0,8530, p <0,05)
como para AHs (r =-0,7712, p < 0,05).

O efeito da sazonalidade na composicido da SHs pode ser ob-
servado na Tabela 1, onde constam os resultados dos AH extraidos
em duas datas (jan/03 e jul/03) de alguns pontos (AH-P3, AH-P5 e

324
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Figura 6. Relagdo entre o conteiido aromdtico (%) com a intensidade de
Sfluorescéncia emitida em 470 nm com excitagdo 370 nm
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AH-S1). Através dos resultados desta tabela, foi possivel constatar:
os valores das razdes das absorvancias do AH-P3 (jan/04) indicam
que este AH apresenta menor grau de humificagdo que o AH-P3a
(jul/03), confirmado pelo menor contetido aromdtico ("o, ) e maior
intensidade do Pico L (espectro MEE). Este resultado caracteriza a
influéncia do periodo de dguas altas na composi¢do da SH. Esta alte-
racdo ocorreu, provavelmente, devido a incorporacdo de compostos
provenientes da decomposic¢do da vdrzea, que foram incorporadas na
sua estrutura supramolecular; para o AH extraido no P35, este efeito é
mais evidente. Observa-se que o AH-P3a (jul/03) apresenta um maior
contetido aromatico (30,7%) em relagdo ao AH-P5 da amostra de
jan/07 (27,5%) indicando, assim, que no periodo de decomposigdo
(jan/03), o AH-P5 apresenta maior contetido de compostos de cadeia
alifdtica na sua estrutura supramolecular, incorporando substancias
decompostas da produtividade primdria (macrdfitas aqudticas), a qual
possui maior quantidade de estruturas alifaticas.

Foi observada também a influéncia do local amostrado, consi-
derando a mesma data de coleta. As SHs extraidas (AF e AH) do P2
(influenciado pelo barranco que separa o Rio Ivinheima da Lagoa dos
Patos) e P4 (influenciado pela varzea) apresentaram maior conteido
aromadtico que as SHs do PS5 (ponto com grandes quantidades de
macrdfitas aqudticas), indicando que, no local onde ocorre maior de-
composicao de residuos de macroéfitas aquaticas, as SHs apresentaram
maior cadeia alifatica e alteragdes nas andlises espectroscépicas.

CONCLUSOES

As diferencas entre os dcidos filvicos e himicos foram evidentes
pelas andlises espectroscopicas aplicadas neste estudo. Os dcidos
humicos apresentaram maiores contetiidos aromdticos e massa mo-
lecular. Entre os dcidos fulvicos obtidos, as principais caracteristicas
foram observadas para o AF-LP, o qual apresentou maior quantidade
de carbono aliftico (63%) e cadeia carbonica mais longa (RMN BC),
que foi comprovada pela menor intensidade de fluorescéncia emitida
com excitacdo em 314 e 370 nm, indicando que o mesmo apresenta
menor quantidade de fluoréforos e menor quantidade de compostos
hidrofébicos incorporados na sua estrutura supramolecular. Todos os
AHs apresentaram bandas semelhantes nos espectros de emissdo, de
excitagdo e sincronizados, variando somente a intensidade de fluores-
céncia. Ja os espectros MEE apresentaram diferencas, principalmente
provenientes das suas massas moleculares e da quantidade de fluoré-
foros. Este tipo de espectro (MEE) também indicou que todos os AHs
apresentam compostos provenientes da degradacdo de lignina.

Estas diferengas observadas nas substincias hiimicas extraidas da
Lagoa dos Patos podem ser, em parte, explicadas pela influéncia do
meio ambiente, principalmente pelo fato de que lagoas em regides de
clima tropical apresentam grande variedade de vegetais vasculares e
macrdfitas aqudticas que contribuem com a MON aquatica e, conse-
qiientemente, com as substancias himicas, comprovado pelas dife-
rencas observadas nos AFs e AHs extraidos nos pontos P3 (influéncia
da varzea) e P5 (influéncia de macrdfitas aquaticas). A sazonalidade
também pode afetar, pois nos periodos de chuvas ocorre o arraste de
material pedogénico da bacia hidrogréifica e a entrada de material
proveniente da decomposi¢cdo que ocorre na varzea. Nos periodos
de dguas baixas, ocorre a influéncia do aumento da produtividade
primdria e a ressuspensdo do sedimento pela acdo de ventos, alterando,
assim, a quantidade de material al6ctone e autéctone incorporado na
estrutura supramolecular das substancias himicas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br na forma de arquivo PDF, encontram-se
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os seguintes dados: mapa da localizagao da Lagoa dos Patos/MS
(Figura 1S); grafico da absortividade especifica em 300 nm das SHs
extraidas (Figura 2S); espectros de emissdo dos AFs (Figura 3S) e
dos AHs (Figura 4S) com excitagdo em 314 e 370 nm; espectros de
excitacdo (emissdo em 520 nm) dos AFs e AHs (Figura 5S); espectro
3D (MEE) da amostra de AH extraido do solo (Figura 6S) e relacdes
do contetido aromatico (%) com a IF dos espectros MEE das SHs e
com arazdo E, /B, (Figura7S).
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Na Figura 18, consta a localizagdo dos pontos onde foram realizadas as amostragens de agua, solo e sedimento. Na Figura 2S, observa-se
que os AHs apresentam maior absortividade especifica (300 nm) e menor razio E, ,/E, ., indicando maior grau de humifica¢io. Nos espectros
de emissdo (Figura 3S e 4S) e excitacdo (Figura 5S), observam-se diferencas entre os dcidos fulvicos e himicos extraidos. O espectro do dcido
himico extraido do solo (Figura 6S) foi semelhante ao dos AHs extraidos do sedimento dos pontos P2, P3 e P5, indicando que, provavelmente,
estes AHs sdo pedogénicos. Na Figura 7S, constam as relacdes do contetido aromadtico (%) com a IF dos espectros da MEE das SHs e com a

razdo E, /B, .
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Figura 18. Localizacdo da Lagoa dos Patos-MS e respectivos pontos de coleta. O niimero 1 representa o ponto de dgua amostrado (P1), os niimeros 2, 3, 4 e

5 representam os pontos P2, P3, P4 e P5 de sedimento e o SI a amostra de solo
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Figura 2S. Absortividade especifica em 300 nm em fungdo da razao E, /E,  para caracterizar os dcidos fiilvicos (AF) e hiimicos (AH) extraidos da Lagoa
dos Patos — MS
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Figura 3S. Espectros de emissdo (u.a.) dos dcidos fiilvicos com excitagdo em 314 (A) e 370 nm (B) normalizados pelo COD (mg L)
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Figura 4S. Espectros de emissdo (u.a.) dos dcidos hiimicos com excitagdo em 314 (A) e 370 nm (B) normalizados pelo COD (mg L)
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Figura 6S. Espectro 3D da amostra de dcido hiimico extraido do solo (AH-S1)
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