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Matéria organica dissolvida de origem marinha, exiraida através de resinas Sep-
Pak tC18 e dcido filvico de solo que sofreu o mesmo procedimento de extragéo,
foram fracionados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa com detecglio por sistema nio destrutivo (absorg¢doe no ultravicleta, em 254
nm). Um precedimento metodolégico, cuja base é a eluigdo em elapas foi
desenvolvido para este fracionamento. A matéria organica foi separada em quatro
ou ¢inco fragdes com polaridade distintas. Deste modo, a matéria orgéanica natural
foi desagregada e pode ser caracterizada mais detalhadamente.

Cada fra¢do eluida, bem como a matéria orgdnica antes do
fracionamento foram analisadas por espectroscopia de fluorescéncia. Foram feitos
espectros de emissdo, excitagdo convencional e excitagdo sincronizada. Todos os
resultados sdo0 normalizados por unidade de carbona orgianico de modo a
possibilitar comparagoes entre as diversas amostras. A emissio de fluorescéncia
mostrou que a matéria organica terrestre fluoresce em média 5 vezes mais do que a
marinha. O espectro de excitagdo sincronizada mostrou a especificidade de alguns
fluoréforos: Aex/Aem (comprimento de onda de excitagao/comprimento de onda de
emissao) 566/584 nm (marinhao), Aex/hem 405423 nm {terrestre), hex/2em 317/3356
nm (terresire), porém a maioria esta presente em ambas as categorias de matéria
orginica.

Experimentos de extingdo de fluorescéncia mostraram que o
procedimento utilizado para extragéo leva nio 56 a uma perda de fluoréforss, mas
também a uma perda de ligantes que formam complexos estaveis com o cobre,
originalmente presentes na matéria orginica natural. Na titulacdo destes ligantes
com fons Culll), apés adaptagdo do modelo de Ryan e Weber (1982a) para uma
situagéo de multiligantes, valores de K’ (constante de estahilidade condicional, da
formac¢ao do complexo) e CL (concentragio de ligante) foram obtidos. Observou-se
uma relagéio linear entre o limite minimo de fluorescéncia ¢ a concentragio de
ligante por unidade de carbono organico.



Marine dissolved organic matter, which has been extracted by adsorption onto Sep-
Pak tC18 and, soil fulvic acid processed in the same way, were fractionated by
reverse phase high performance liquid chromatography. Based on a stepwise
elution gradient, a methodologic procedure was developed using the non-destructive
UV-absorption (254 nm) detection system, to further investigate the ch romatographic
fractions. The organic materials were fractionated into 4 or 5 chromatographic
fractions of differing polarity.

Flugrescence spectroscopy was used to investigate some eptical
properties of the organic materials, before and after chromatographic fractionation.
Conventional emission and excitation, and synchronous excitation spectra were
recorded for each sample. For normalization, all results are presented as per unit
organic carbon. Emission spectra showed that the soil fulvie acid fluoresces about &
times more than the marine sample, and that the extraction procedure results in a
loss of some fluorophores classes. The synchronous excitation technique revealed
the specificity of some fluorophores: hex/Aem 566/584 nm {mn arinel, hex/hem 405423
nm (s0il), hex/hem 317/335 nm {(marine}. Most of them are present in both organic
materials.

Fluorescence quenching experiments showed that there is a loss of
strong ligands as a result of the extraction procedure, An adaptation of the model
described by Ryan and Weber (1982a) to a situation of mutiligands, showed that
more than one binding site is less important to the soil fulvic acid than it is for the
marine dissolved organic materials. A linear relation was obtained between the

minimum fluorescence limit and total ligand concentration per unit organic
carbon (CL/TOC),



ACN - Acetonitrila

AFC - Acido filvico de Conway

ANOVA - Anilise de variéncia

oC - Graus Centigrados

CL - Concentragéio de ligante

CL/TOC - Concentragdo de ligante por unidade de carbono orgéanico
total

CLAE - Cromatografia ligquida de alta eficiéncia

CLAE-FR - Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

OA - (Aem - hex), ie, intervalo entre o comprimento de onda de emisséo ¢
de excitagéo

DOM - Matéria organica dissolvida

DOMmar - Matéria orgéinica dissolvida marinha

HEPES - N-2-hidroxietilpiperazina-N"-2-etanosulfonico dcido

IML- Limite minimo de fluorescéncia

K’ - Constante de estabilidade condicional

A - Comprimento de onda

Aem - Comprimento de onda de emisséo

Aex - Comprimento de onda de excitagéo

ix



MeOH - Metanol

MO - Matéria organica

NaAc - Acetato de sddio

nan SPak - Resina Sep-Pak tC18 ndo utilizada

nm - Nanometros

P’ - Polaridade de eluig¢ao. Ba ¢ @b referem-se ao volume das parcelas
de solventes A e B. Simbolos utilizados para o calculo da
polaridade.

Qmax. - (100-1Ipp)

Sep-Pak tC18 - Resina utilizada (Waters Sep-Pak cartridge, Millipore,
EUA)

Te - Tempo de eluiciao cromatografico

TOC - Carbono organico total
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I. 1a. Carbono Orgénico
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A matéria orgéinica natural é representada pelos organismos vivos,
seus produtos de excregfio e restos apds a morte. Pode ser encontrada
em grandes depdsitos, como os de combustiveis fésseis e solos, ou entao
em estado disperso, nas dguas ocednicas ¢ reservatérios de dgua doce.
Em ambientes aqudticos, a matéria orgénica natural é
categorizada como particulada ou dissolvida. E uma definicio
operacional, e portanto arbitraria. Porém, é dificil uma defini¢do néo
operacional para os materiais organicos dissolvidos, uma vez que nao
existe linha diviséria entre fitoplancton, material coloidal (incluindo
bactérias e virus), e macromoléculas (Wangersky, 1994). A definic¢do é
baseada no diametro do poro do filtro utilizado no processo de
amostragem ¢/ou filtragdo. Em geral utilizam-se filtros de 0.2 a 0.5 Mm
de didgmetro de poro. Assim, tudo o que fica retido no respectivo filtro é
considerado como sendo matéria organica particulada ou carbono
orgénico particulado , e o restante, aquilo que passou através dele, é

considerado como matéria organica dissclvida on carbono orgénico
dissolvido.

I. 1a. Carbono Orgéanico Dissolvido

O carbono organico dissolvido (DOC) forma o maior
reservatério de carbono orgénico dos oceanos, gque foi calculado ser
equivalente ao COs atmosférico (Hedges e Bergamaschi, 1992). O papel
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que o DOC exerce no ambiente marinho é fundamental para o
entendimento do ciclo do carbono orgénico oceanico, suas relagdes com
o diéxido de carbono atmosférico e processos biogeoquimicos associados
com produgdo e decomposigao. A figura 1.1 ilustra a relagfo entre as
diversas parcelas de carbono organico nos oceanos.

O carbono orginicoe dissolvido é formado por uma mistura de
moléculas biolégicas (4cidos graxos, proteinas, dcidos nucleicos...)

degradadas
e acredita-se
Relagdo entre as varias parcelas do carbono organico que em sua
maioria seja
B ooc constituido
vOC por substin-
B roc cia macro-

molecular de
natureza
complexa e
pouco conhe-
cida
(Ishiwatari,
1992), re-

Figura I.1. Provével composicdo do carbono orgénico sultando em
total em ambientes marinhos. DOC, VOC, e POC
referem-se a carbono orgénico dissolvido, volatil e .
particulado respectivamente. ganica que

pode ser re-

matéria or-

ferida como
‘gelbstoff’ (Sieburth e Jensen, 1968), matéria orgfinica residual (Bada e
Lee, 1977), geopolimeros (Saar e Weber, 1982), estrutura detrital
dindmica (Buffle, 1988), ou ainda substincia himica.

Em ecossistemas de 4gua doce, Reuter e Perdue (1977)
reportam que cerca de 60 - 80% do total de carbono orgénico dissolvido é
constituido por substincia himica. J4 para o ambiente marinho (alto
mar), Williams e Druffel (1987) reportam apenas 20% a 30% do total de
carbono orgénico como sendo constituido por substidncia humica,
enquanto Mantoura e Riley (1975) apresentam o dado de 90%.

—16—
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Atualmente acredita-se que a concentraciio esteja em torno dos 60 -
80%, como apresentado em Reuter e Perdue (1977). Estes dados séao
ilustrados na figura 1.2,

Confirmando a alta porcentagem de substdncia hamica na
por¢do dissolvida no carbono organico, a andlise de carbono orgénico
dissolvido tem side empregada para determinar a concentragio de
dcidos hiimicos e filvicos em aguas naturais (Fox, 1983).

As substdncias himicas, como parte da matéria orgénica
dissolvida, constituem componente importante do ciclo do carbono
organico em ambientes marinhos (figura 1.3).

Composi¢éo do carbono organico dissolvido

. Substancia hiimica

Moléculas biolégicas simples

Figura 1.2. Contribuigdo relativa da substéncia himica e
materiais orgdnicos simples em relacdo oo total de material
orgdnico dissolvido no ambiente marinho.

A concentragiio de carbono orgénico dissolvido apresenta-se
constante a partir dc uma certa profundidade, o que segundo William s
e Gordon (1970) sugere ser form ado por material recalcitrante. Bada e
Lee (1877), através de datacdo do material organico dissolvido em
ambientes marinhos mosiram que grande parte do material 6 inerte oy
resistente & degradagio quimica e/ou bioldgica, e que este ¢ congtituido
¢m sua maioria por subslancias himicas. A idade apresentada em
Bada e Lec (1977 varia de 90 a 800 anos para aAguas superficiais e de
5000 a 6000 anos para dguas profundas. Fato confirmado por Williams e
Druffel (1987), cujos experimentos baseados em técnicas de datagdo com

17 -
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UC e foto-oxidagdo mostraram uma idade aproximada de 6000 anos
para o material orgénico dissolvido marinho.

As principais fontes de entrada de carbono orginico para os
oceanos sio por via terrestre e pela atividade dos organismos,
destacando-se a fotossintética. Através desta, cerca de 4-1015 moles de
COg sdo fixados em matéria organica anualmente nos oceanos. Este
valor equivale a cerca de 80% do total produzido no ambiente terrestre e
cerca de 10 vezes a emissdo antrépica de COg (Smith e Hollibaugh,
1993).

(Fitopléncton >
excregao /;—-* \

4 morte e
0 o fotossintese desintegragao
a3 & g,,
'S g =
8 |EE
& § metabolismo
E @ -4 bacteriano
-
detritivoros
\
formagao de agregado
Carbono > Carbono
organico adsorgao ——— - orgénico
dissolvido particulado
degradag:éo bacteriana

CSedimentos ) «———Sedimentagao

Figura 1.3. Ciclo do carbono organico no ambiente marinho. Modificado
a partir de Wangersky, 1972

Apesar dus cstudos mostrarem um compoertamento
conservativo do DOC terrestre nos estudrios ¢ zonas costeiras
{(Mantoura e Woodward, 1983; Carpenter et alii, 1991), contribuindo com
cerca de 50% dos fluxos globais de carbono organico dissolvido oceénico,
estudos de estrutura molecular mostraram que apenas uma pequena

—18—
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porcentagem da matéria organica dissolvida marinha é de origem
terrestre (Meyers-Schulte e Hedges, 1986).

Contudo, é dificil falar em contribuicdo relativa quando
apenas uma pequena porcentagem (20 %) do total da matéria organica
dissolvida é conhecida atualmente. Além disso, uma das vias de
entrada de carbono orgénico nos oceanous sao os rios, e dados recentes
da literatura mostram gue ndo h4 ainda uma avalia¢ido precisa da
contribuigdo quantitativa dos rios para os oceanos (Milliman, 1993).

Os meivs de saida de carbono organico siao a degradacio
fotoquimica, utilizacdio por organismos, incluindo a heterotrofia
bacteriana e deposigdo nos sedimentos (Wangersky, 1983),

I. 1b. Substancia Himica

A substancia himica pode ser definida como sendo matéria
organica natural de alto peso molecular caracterizada por uma
coloragdo de amarelo a marrom escuro. Esta defini¢do é relativamente
simples em relagédo a complexidade do material, o que é certamente
gerado pelo conhecimento incom pleto de sua molécula. A fracdo da
substincia himica que néo é solivel em dgua em condi¢des dcidas
{abaixo de pH 2), mas sim em pH basico ¢ definida como dcido himico.
A fracdo solivel em qualquer condigdo de pH é conhecida por Acido
fitlvico. Humina é a fragio insolivel em qualquer condicdo de pH, e
grandemente formada por querogénio. A figura 1.4, modificada a partir
de Saar ¢ Weber (1982), mostra as relagdes entre as substincias
himicas. Na figura, o processo de decom pusic¢do inclui degradacio
quimica e bioldgica, além de reacdes de sintese.

Acredita-se que a substdncia humica seja formada por uma
estrulura quimica complexa e resistente (Hedges, 1988), porém nao
imune & degradagéiio (Ogura, 1975; Whitehouse et alii, 1984; Zhou ¢
Banks, 1991; De Haan, 1992). Segundo Buffle (1988), se considerarmos a
diversidade dus processos naturais de sintese e degradac@o, o numero
de constituintes presentes na substancia humica pode ser infinito. Isto

~19-
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contribui para as dificuldades encontradas na maioria das
investigagoes sobre substincia humica.

A importdncia da substidncia hiimica no ambiente &
amplamente reconhecida. A presenga de grupos funcionais,
particularmente ~COOH e -OH (fenélico), gue podem ser protonados e
desprotonados na amplitude de pH encontrado em dguas naturais (pH
3 ~ 9), fazendo com que a substincia humica assuma um
comportamento polieletrolitico e funcione como agente tamponante de
fons metdlicos nos ambientes naturais (Saar e Weber, 1982; Samanidou
et alii, 1991).

Plantas,animais
e micrébios, e
seus restos

|
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carboidratos,
¢—————> proteinas,
aminodacidos,
Geopolimeros: \_ dcidos graxos... )
substancias
humicas

Acido Acido Furm:
htmico filvico na

Figura 1.4, Provével origem dos substéncias himicas e suas rela des.
Modificado a partir de Saar e Weber (1982).
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A toxicidade de um elemento gquimico estd intimamente
associada com sua especiag@io no ambiente (Sunda e Lewis, 1978
Wangersky, 1986, Morrison et alii, 1989; Bruland et alii, 1991; Florence et
alii, 1992), e metais como cobre e cddmio, quando complexados sio
menos tixicos aos organismos do que suas formas hidratadas.

Em ambientes aqudticos, a substdncia himica pode alterar a
particdo dus metais passiveis de complexagio, sequestrando ou
liberando estes fons para o ambiente. Como resultado, tem-se por
exemplo, uma redugéo na concentragdo de cobre na forma iénica, e seu
aumento na forma complexada, nio deixando este elemento atingir
niveis toxicos.

A substincia humica pode também solubilizar formas
ingoliveis de alguns elementos, como o ferro (Fox, 1984). Além disso, ela
altera a habilidade de remogso de metais em processos de tratamento
de d4guas (Saar e Weber, 1982).

Para ser capaz de avaliar a importancia das interagoes
metal-matéria orgdnica em 4dguas naturais, informacdes quanto a
abundancia, natureza molecular, ¢ natureza das interagdes com os
metais devem ser obtidas (Reuter e Perdue, 1977). Varias sio as
técnicas que tém sido utilizadas com tal finalidade. Voltametria de
redissolugio catédica (van den Berg e Donat, 1992), métodons de troca de
ligante (Hirose et alii, 1982; Tuschall e Brezonik, 1984), voltametria de
redissolugdo anddica (Piotrowicz et alii, 1982), eletrodo fon seletivo
(Cabaniss ¢ Shuman, 1986; ¢ Holm e Barcelona, 1988), extingdo de
fluorcscéncia (Ryan ¢ Weber, 1982a, Ryan e Weber, 1982b; Cabaniss e
Shuman, 1988a; Holm e Curtiss 111, 1988; Ventry et alii, 1991).

Quando uma amostra de substincia himica ¢ titulada com
um metal e o resultado aplicado a um tralamento matem atico
adequado, valores de constante de estabilidade condicional (K') e
concentragio de ligante (CL) séio obtidos. A maioria das téenicas
quantificam a concentragdo de metal livre, de modo que a diferenca
entre o metal total e o metal livre é considerada como sendo o metal
ligado.

Aproveitando a fluorescéncia natural da substancia humica,
a extingdo de fluorescéncia se distingue da maioria das outras técnicas,

—-921—



Caracterizacdo e com plexagdo MO natural Introdugdo geral
Instituto de Quimica - UNTCAMP

pois quantifica o ligante ndo complexado, ie, ligante livre. E portanto o
unico método que quantifica diretamente a substancia orgénica. Esta
técnica € porém, limitada ao uso de metais paramagnéticos, os
causadores da redugéio do sinal fluorimétrico. A intensidade em que a
fluorescéncia da substincia himica é reduzida varia com o metal
utilizado: cobre > chumbo > cobalto > niquel (Saar ¢ Weber, 1980).

Assim como outras técnicas, problemas do tipo variagido da
constante de estabilidade condicional ao longo da titulagao, nimero de
sitios complexantes desconhecidos, e particularmente concentracio de
metal livre, sdo varidveis importantes na técnica de extingio de
fluorescéncia. Estes problemas sdo abordados na seciio IV.2 deste
trabalho.

Além da complexagdo com metais, tem sido mostrado que a
substincia hiimica pode também interagir com poluentes orgénicos,
tais como DDT, PCBs e outros. O modo de agdo vai desde wum aumento
na solubilidade do agente téxico, até sua completa imobilizagéo, se o
agente toxico se liga & humina, que ¢ insoluvel (Manahan, 1989; Kango
e Quinn, 1992). E bastante comum a reacéo entre o cloro utilizado em
processos de tratamento de dguas e substancia humica, formando
compostos organo-clorados, reconhecidamente téxicos (Stevens et alii,
1989).

As substincias hdmicas também participam de reacies
fotoquimicas em aguas superficiais (Jardim ¢ Cam pos, 1988; Keiber et
alii, 1990). Dois efeitos bdsicos sdv obtidos sobre a substancia himica
mediante a radia¢fio no ultravioleta. Um deles é o cfeito degradativo
direto da radiagao (foto-oxidagiio), que pode tornar a substincia himica
mais suscetivel & degradagio. O outro efeito associa-sc as alteragdes nos
sitios de complexagdo da substincia humica, podendo resultar na
liberagdo de elementos anteriormente complexados (De Haan, 1992).

Segundo Wangersky (1994), as tran sformagdes quimicas em
dguas superficiais marinhas ndo podem ser totalmente entendidas
sem considerar as reacgdes com as substdncias hdmicas ou por elas
mediadas. Tal entendimento pode ser obtido através do conhecimento
sobre as variagies na composigao das substincias himicas ocorridas
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através de reagoes quimicas ¢ biolégicas, assim como pela entrada de
novos materiais de origem terrestre no ambiente marinho.

Um dos problemas enfrentados ao se¢ estudar a substancia
himica aquética, particularmente aquela de origem marinha, é a
obteng¢éo do material de estudo. Técnicas como adsor¢do em resinas,
extragdo com solvente, ulirafiltragao, liofilizagdo e precipitagdo podem
ser encontradas na literatura (Thurman e Malcolm, 1981). O produto
resultante continua sendo qualificado de substancia hdmica, porém
cada técnica isclou e concentrou materiais diferentes, fato que deve ser
levado em consideragdu quando da realizagdo de comparagdes entre
resuliados (Malcolm e MacCarthy, 1986). Além disso, uma das
preocupagies ao se isolar a substdncia himica a partir de ambientes
aquaticos € a alteragfio quimica que csta pode sofrer durante o processo
de isolamento (Aiken, 1988).

A utilizagéio de resinas adsorventes apresenta algumas
vantagens sobre os outros métodos: facilidade de processamento de
grandes volumes de 4gua em curtos periodos de tempo e remogao de
possiveis compostos interferentes. Além disso é considerada uma
técnica limpa, ie, exige pouco manuseiv da amostra, portanto reduz o
risco de contaminag¢éo. Contudo, uma desvantagem é a necessidade de
limpeza da resina.

As resinas tém sido largamente utilizadas e uma grande
variedade de material encontra-se disponivel no mercado. Suas
diferengas sdo principalmente baseadas em tamanho do poro, Area
superficial, com posicéo do polimero ¢ polaridade {Aiken, 1988). Para o
isolamento de substiAncia humica aqudtica, tem-se dado preferéncia a
XAD-2,XAD-8 e Sep-Pak C18. Segundo Mackey (1983), ions inorgénicos
ndo sfio pré-concentrados quando utiliza-se a resina Sep-Pak C18, sendo
este 0 motivo pelo qual dé-sc preferéncia para esta em estudos de
especiacan de metal.

Todavia, auséncia de um adsorvente suficientemente geral
para remover a maioria das classes de compostos organicos dissolvidos
nos ambientes aquaticos limita os cstudos para grupos discretos de
compostos (Wangersky, 1994),
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Quando se trabalha com substancias hdmicas, deve-se
sempre ter claro que o material isolado depende exatamente do método
de coleta, localizagéo e época do ano. Portanto, a utilizacdo de um
mesmo método de coleta nfo assegura ao pesquisador cstar
trabalhando exatamente com v mesmo material. Segundo Wangersky
(1994), muito da confusio sobre substincias hiimicas na literatura pode
ser o resultado de diferengas reais na com posicéo do material cstudado.

Felizmente, nos Gltimos anes, com a conscientiza¢io dos
efeitos da cutroficagio e poluigéio industrial nos occanos e rios, e com a
idéia de que 0s oceanos nao sdo depoésitos de capacidade infinita, cresce
0 interesse industrial para as técnicas de coleta dos materiais
dissolvidos. Assim, inicia-se o desenvolvimento o padreonizagio das
técnicas de preparacio de amostras.

Em contraposicio aos ecossistemas terrestres, isolar
quantidade suficiente de substincia humica a partir do ambiente
marinho constitui por si s6 um desafio. Tal dificuldade é resultante da
presenca do material organico em baixa concentragcio ¢ em meio com
grande quantidade de sais. Segundo Harvey et alii (1983), as
dificuldades em obten¢iio de quantidade suficiente de material a partir
de ambientes marinhos parece ser a responsdvel pela defasagem na
literatura quando se compara com o ambiente terrestro. Outro
problema que surge ao se comparar a substancia himica do ambiente
marinho com aquela do ambiente terrestre ou dulcicola é a m etodologia
de colela e preparagio da amostra. Estas sdo em geral diferentes uma
da outra.

Anélises recentes mostram que a concentragio de carbono
organico dissolvido nos oceanos é da ordem de 1 a 2 mgl-l (Chen e
Wangersky, 1993), atingindo um valor maximo de 5 mg1-! (Wangersky,
1994).

Considerando os dados de Chen e Wangersky (1993), a
concentragio da substidncia hdmica marinha é da ordem de 0.8 mgl-1,
Porém c¢om uma eficiéncia de retencao entre 20 e 30% da resina Sep-
Pak tC18 (este trabalho) ¢ menos de 20% quando se considera a resina
XAD-2(Ishiwatari, 1992), uma concentragio equivalente a 0.2 mgd-1 szo
analisados. Com uma concentracio de 10 mg-1-1 (Reuter e Perdue, 1977),
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tal problema praticamente incxiste em ambientes de dgua doce, ou
mesmo nos solos, que constituem por si 56 um reservatirio de
substincia hiimica,

Varias sdo as linhas de pesquisa e téenicas disponiveis para a
caracterizagdo das substdncias hamicas apés sua extragfio. A
fluorescéncia é uma das poucas técnicas que investiga a substancia
himica em concentragées ¢ condigdes naturais, inclusive em Aguas
marinhas e estuarinas (De Souza Sierra, 1992). A seguir s#o citados
alguns exemplos.

- Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (Saleh ct alii,
1983; Wein-Brukner et alii, 1990},

- Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) (Marley et alii, 1992),

- Espectroscopia de fluorescéncia (Zepp e Schlotzhauer, 1981;
Miano et alii, 1990; Miano e Senesi, 1992; Mopper e Schultz, 1993),

- Ressonéncia eletronica de spin (Senesti et alii, 1989; Filip et alij,
1991),

- Espectrometria de massa (Salch et alii, 1983),

- Fotodegradagédo induzida por radiagio no UV (Kieber et alii,
1990), |

-I&opﬁedadeséckh»béﬁcas((hnnezetaﬁhJBQD,

- Andlises de grupoes funcionais (Cameron e Sohn, 1992; Cabaniss,
199%; Arsenie et alii, 1992),

- Degradagdo quimica (Michaelis et alii, 1989)

- Estudos sobre complexagfio com metais (Perdue, 1989; Ventry et
ali, 1991),

- Composicdo elementar (Alberts et alii, 1988; Rice e MacCarthy,
1991),

- Cromatografia liguida de alta eficiéncia com detecgéio por
fluorescéncia (Susic e Boto, 1989), e com detecgéo por absor¢io no UV,
(254 nm) (Lombardi ct alii, 1992),

- Cromatografia gasosa (Casella, 1990)

- Cromatografia de camada delgada com detecgao por ionizagio
em chama (Zhou e Wangersky, 1987: Parrish et alii, 1988),

—95_



Caracterizagio e complexacdo MO natural Introdugdo geral
Instituto de Quimica - UNICAMP

Ainda que nio forne¢a informacoes sobre 0o mecanismo de
retencéo da substincia himica na fase gélida, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) é uma técnica bastante
difundida nas pesquisas com matéria organica de origem natural
(Mills e Quinn, 1981; Susic e Boto, 1989; Lombardi et alii, 1992). Horvath
et alii (1976) classificou esta técnica de cromatografia hidrofébica, ie,
separacao de compostos relativamente polares em colunas de fase
reversa.

A complexidade da substincia humica causa sérias
dificuldades nos processos de fracionamento. No caso da CLAE-FR, até
0 presente momento, todas as tentativas de separacio em compostos de
relativa pureza falharam. O que se tem é o fracionamento em grupos de
compostos com caracteristicas semelhantes. Com isso, torna-se quase
obrigatdrio o acoplamento de técnicas analiticas para a obtencio de
novas informagdes.

Marley et alii (1992) aplicaram técnicas como a espectroscopia
de ressonincia nuclear magnética (NMR), espectroscopia no
infravermelho com transformacio de Fourier (FTIR) e cromatografia
gasosa em amostras de substAncia himica previamente fracionadas
por massa molecular. Também baseado em massa molecular, Hayase e
Tsubota (1984) aplicaram a CLAE-FR em suas fragdes. Lombardi et alii
(1994) (ver apéndice) investigaram as propriedades de fluorescéncia em
substincia himica previamente fracionada por polaridade.

A determinagdio da massa molecular dos dcidos humico e
filvico tem sido feita por cromatografia em gel. O resultado é a obtencio
de diversas fragdes com massas moleculares distintas (Miles e
Brezonik, 1983; Sugimura e Suzuki, 1988; Rausa et alii, 1991). Técnicas
como a ultrafiltracio podem também ser utilizadas para essa
finalidade (Stuermer e Harvey, 1974; Ogura, 1974; Wilson e Weber, 1977;
Hayase e Tsubota, 1984). Uma revisdo sobre a determinacdo de massas
moleculares em amostras de substancias hiimicas pode ser encontrado
em De Nobili et alii (1989).

A massa molecular da substincia himica marinha, segundo
Lee e Wakeham (1992), nio ultrapassa os 2000 D. Qutros trabalhos,
porém, tém mostrado que a substidncia hdmica marinha apresenta
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massa molecular oscilando entre 1800 e 60000 (Sugimura e Suzuki,
1988). Carlson, et alii (1985) obtiveram pesos moleculares maiores que
100000 para 6% da matéria organica dissolvida, entre 1000 ¢ 30000 D
para cerca de 30% ¢ o restante era menor que 1000 D. No prescnte
trabalho, uma avaliacdo preliminar sobre a massa molccular da
substincia hiimica marinha através de cromatogralia em gel de alta
eficiénecia mostrou que 30% apresenta massa molecular menor do que
1000 D, 65% entre 1000 e 13000, e o restante (6%) maior do quc 81000 D.

Uma das caracteristicas fundamentais de uma substincia
quimica é& sua compusigdo elementar, que em se considerando
substincias himicas, refere-se as propriedades médias da molécula,
Além disso, a composi¢do elementar é o primeiro passo para a
deseri¢do da estrutura molecular. Apés analisarem cerca de 650
amostras, Rice e MacCarthy (1991), em uma avaliagio estatistica sobre
a composicao elementar das substincias humicas, mostraram que a
porcentagem de carbono (55/56%), hidrogénio (5.0/6.0%) ¢ oxigénio
(36/32% ) sdo semelhantes para vs acidos himicos de solo (terrestre) e
marinho, e que a principal diferenca entre estas duas classes de
materiais organicos é a quantidade de enxofre, o marinho
apresentando 3.1% e o terrestre 0.8%. Através da relacdo H/C, os
autores mostraram que dcido hamico marinhe é 0 menos arom dtico
entre as amostras analisadas, incluindo amostras terrcstres,

A correspondéncia entre substdncia humica c gelbstoff
marinho direcionou o interesse das pesquisas no sentido de suas
propriedades de fluorcscéncia (Sieburth o Jensen, 1968; Chen e Bada,
1990), particularmente porque a coloragdv amarelo da substancia
himica e sua fluorescéncia induzida pela luz do sol, interferem em
estimativas feitas através de sensoriamento remoto (Ferrari e Tassan,
1991).

Estudos de fluorescéncia de substancias himicas tém sido
utilizados para caracterizar a natureza e origem da matéria orginica
em dguas naturais (De Souza Sierra e Donard, 1991; Mom zikoff et alii,
1992; Coble et alii, 1993), sua estrutura (Senesi, 1990; Senesi ot alii, 1991),
e interagies com ions metalicos ¢ compostos organicos (Ryan ¢ Weber,
1982a, 1982h; Senesi, 1990; Ventry et alii, 1991).
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As bandas de emissdo de fluorescéncia de substincias
himicas sdv amplas e nio sio fixas mediante variagdo no
comprimento de onda de excitagdo. Isto mostra a complexidade do
material e as vdrias classes de fluoréforos envolvidos.

Recentemente foi observado que hd um deslocamento do
méximo de emissio para comprimentos de onda mais curtos da
substincia humica de origem marinha em relagéo a terrestre (Coble et
alii, 1990; De Souza Sierra, 1992), o que pode ser devido ao diferente grau
de substituigdo de hidroxilas nos anéis fenélicos (Bloom e Leenheer,
1989).

Atualmente acredita-se que a substdncia htmica de origem
marinha seja oriunda principalmente de microalgas (Hoyt, 1970;
Sieburth e Jensen, 1968; Wilson et alii, 1983) e a terrestre de vegetais
superiores, ricos em tanino e lignina. Vdrios trabalhos da literatura
mostram as microalgas como fonte dos precurscres da substincia
hiimica no ambiente marinho. Benner et alii (1992) mostra que
aproximadamente 50% do total da matéria organica dissolvida
marinha em dguas superficiais é constituido por polissacarideos, e que
esta porcentagem sofre uma reducéo para 25% em aguas profundas.
Este resultado confirma a atividade fitoplanctdnica na formagdo da
matéria orginica dissolvida marinha.

Estudos de degradagdo confirmam um cardter mais alifitico
para a substincia himica de vrigem marinha (Ishiwatari, 1992), e um
mais aromaitico para a de origem terrestre (Stuermer e Payne, 1976), o
que estd certamente associado as diferentes origens.

A definigao de um modelo estrutural da substincia himica
deve ser consistente com suas propriedades. Porém, a complexidade da
molécula, mais uma vez causa sérias dificuldades a csta tarefa.

Caracteristicas da substincia humica, tais como seu carater
polidisperso: diversos valores de pesos moleculares; polieletroliticos:
cada molécula carrega consigo um grande numero de cargas elétricas;
polifuncional: cada com posto individual apresenta um nimero pequeno
de sitios complexantes, mas considerando a molécula como um todo, o
nimero de sitios é grande (ainda nao definido) limitam o
desenvolvimento de um modelo estrutural da molécula,
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Ziechmann (1988) discute a cvolugdo dos modelos estruturais
para substincias humicas. Uma tentativa de formulac¢io de estrutura
para a substincia humica marinha é apresentada em Harvey et alii
(1983). Esta estrutura porém, segundo Laane {1984) ndo apresenta
fluorescéncia no azul, como é o caso das substdncias humicas
marinhas. Laane (1984) apresenta derivado da base de Schiff
(-N=C-C=C-N-) como estrutura rcsponsdvel pela fluorescéncia da
substincia himica marinha. Pauli (1967) apresenta uma estrutura
para a molécula de substincia humica, que pode scr considerada um
sistema. Mais recentemente, e baseado na composi¢iio de blocos
construtores da substincia himica, Schulten et alii (1991) propéem
nova estrutura para substincias hdmicas dec origem terrestre.
Algumas estruturas sido mostradas na figura 1.5.
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Figura 1.5. Propostas de estruturas para substdncias himicas de origem
marinha e terrestre. (a) Pauli, 1967: (1] particula de himus, 300 a 400
A, (2] bloco construtor grande, 100 a 160 A, (3] bloco construtor, 30 a
45 A, rocha construtora, 8 a 15 A, com nicleos, pontes e grupos
reativos. (b] Harvey et alii, 1983: (5 dcido filvico marinho, (6) dcido
himico marinho e (c) Schulten et alii [1991}.
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I. 1c. Apresentacéo do trabalho

Este trabalho tem como objetivo principal caracterizar a
matéria orglnica de origem natural ¢ avaliar sua complexac¢io com o
metal cobre. A parte experimental foi realizada no Istitute di Biofisica
(CNR), entidade governamental de pesquisa localizada em Pisa, Itdlia.
A figura I .6 mostra, esquem aticamente, o que foi realizado.

Em vista do alto grau de complexidade desta matéria
orgdnica, foi primeiramente desenvolvide um procedimento que
possibilitasse sua separacio (CLAE-fase reversa, secio II) em fragdes,
pois estas tendem a ser mais homogéneas em comportamento. A
fluorescéncia, por ser um método espectrométrico de alta sensitividade
e ndo destrutivo fui escolhida como ferrramenta para caracterizacéio da
matéria orgdnica antes e ap6s o fracionamento cromatografico (secdo
III). Em seguida, foram entio verificadas as interacses de cada fragdoe
da matéria orgéinica nfo fracionada com o metal paramagnético cobre,
que ao se complexar 4 matéria organica, causa uma reducéo do sinal
fluorimétrico. Neste caso, a quantificagao foi feita através da técnica de
extingio de fluorescéncia (se¢fio IV). A fim de obter as constantes de
estabilidade condicional e concentragio de ligante, através do
tratamento dos dados, foi desenvolvido um modelo matematico a partir
daquele proposto por Ryan e Weber (1982a). O modelo é apresentado na
se¢do 1V, sob o titulo ‘consideracéies teéricas’.

Como ja mencionado anteriormente, a substincia himica é
formada in situ pelas moléculas biolégicas e atividade microbiana
exisientes em um determinado local, sua composicdo pode sofrer
variagies de uma regifo para outra. Segundo Cabaniss e Shuman
(1988b), as variacfes na composicdo de tais materiais podem complicar
comparagbes entre resultados. Os autores propdem a utilizacdo de um
padrdo de referéncia como solugéo a este problema. No presente
trabalho, como padrio de referéncia foi utilizado um scido filvico de
solo (Weber ¢ Wilson, 1975) doado pelo Prof. James H. Weber da
Universidade de New Hampshire (E.U. A.). Eum material purificado e
que vem sendo estudado pelo seu grupo de trabalho. Todas as analises
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foram portanto realizadas, pelo menos, com o padréo de referéncia e a
matéria organica dissolvida marinha.

Figu0 extracdo Cromatografia + (pg;’grgigg;e]
. D
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Figura 1.6. Resumo esquemdtico do desenvolvimento do presente frabalho.
DOMmar referese a matéria orgéanica dissolvida marinha.
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Em 4guas naturais, a matéria orgénica dissolvida, é formada por uma
grande variedade de compostos desconhecidos resultando no que se
pode chamar de “estrutura detrital dindmica” (Buffle, 1988). Esta
complexa mistura de compostos termina por resultar em sérias
dificuldades para sua completa separagio e caracterizagao. Com isso,
uma quantidade substancial de informagdes quanto & natureza e papel
das substdncias himicas nos ecossistemas sio obtidas a partir do
estudo de fragdes da substancia com caracteristicas semeihantes.

Apesar da inabilidade, até o presente momento, de se
caracterizar por completo as substincias himicas, segundo Reuter e
Perdue (1977) uma aproximacfo pode ser obtida através do estudo de
suas parcelas .

O fracionamento cromatogrédfico é uma das possibilidades
para o estudo de parcelas da substiincia himica. Fazendo isto, as
caracteristicas investigadas podem ser mais facilmente distinguiveis, e
novas propriedades detectadas. Porém, a complexidade da molécula,
ainda que fracionada, permanece.

A necessidade de caracterizacfio das substincias hdmicas
deve-se principalmente ao seu papel no ambiente. Sabe-se que esta
classe de matéria orgénica natural atua sobre o comportamento e
mobilidade de metais no ambiente, tanto de elementos tracos como
também de metais derivados de poluicéo (Mills et alii, 1987; Zhou et alii,
1989). Além disso, as substincias humicas apresentam importante
papel em processos biogeoguimicos (Mantoura, 1981).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido
frequentemente utilizada para a separagdo da matéria orgéinica
dissolvida de origem natural (Mills e Quinn, 1981; Hayase e Tsubota,
1984; Saleh ¢ Chang, 1987; Susic e Boto, 1989; Grasso et alii, 1990;
Lombardi et alii, 1992, ver apéndice). Devido & com plexidade da matéria
orgdnica, o acoplamento metodolégico ¢ uma das tendéncias que se
observa como uma tentativa para sua melhor caracteriza¢ido. Hayase ¢
Tsubota (1984) utilizaram a crom atografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa para investigar acido fitlvico que havia sido previamente
fracionado por peso molecular. Os autores concluiram que hd uma
diminuigdo no grau de hidrofobicidade da amostra com o aumento do
peso molecular.

MacCarthy et alii (1979) utilizando resina XAD-8 para
concentrar a matéria orgénica dissolvida, e gradiente de pH 3 até 11
para sua clui¢éo, obtiveram o fracionamento em apenas duas classcs
de compostos, os dcidos himico e filvico. Susic ¢ Boto {198D),
interessados na detecgéo de substancia himica em dguas naturais
propuseram um procedimento para cromatografia liquida de alta
eficiéncia e em fase reversa que chega a nivel de pph, porém em termos
de fracionamento cromatogriafico, vs autores obtiveram apenas uma
fragdo. Saleh ¢ Chang, (1987), através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia e em fase reversa e utilizacdo de diversas fages maveis com
gradiente isocrdtico, e gradiente de cluicdo em etapas, obtiveram
apenas dois picos. Zhou e Wangersky (1987) utilizando a cromatogralia
de camada delgada com posterior detecgio por lonizagdo em chama
(TLC/FID) conseguiram o fracionamento de matéria organica
dissolvida de origem marinha em 4 grupos de compostos, porém com
um sistema de deteccao destrutivo. Frimmel et alii (1992), utilizando a
CLAE com diversos sistemas de detecgdo, dentre eles a fluorescéncia e
carbono organico dissolvido, detectaram apenas duas fracdcs de
matéria orgénica.

A alta complexidade da matéria organica de origem natural e
a falta de conhecimento do seu mecanismo de retencido em sistemas de

fase reversa parecem ser os principais responsaveis pelas dificuldades
enfrentadas e controvérsias da literatura.

—33 —
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O objetivo desta parte do trabalho foi o de separar
cromatograficamente tanto quanto possivel os varivs componentes da
matéria organica dissolvida. Seria ingenuidade assumir em qualquer
instante que esta complexa substincia orgénica seria separada em
substincias puras através da cromatografia utilizada (cromatografia
liquida de alta eficiéncia e em fase reversa). Foi realizado aqui um
fracionamento da matéria orgéinica dissolvida em 5 grupos de
com postos orgénicos com diferentes caracteristicas de polaridade. O
procedimento foi primeiramente desenvolvido com solugiio de acetato de
sédio como um dos solventes (Lombardi et alii, 1992, ver apéndice), mas
devido 4 necessidade de anélises de carbono orgénico total, e controle da
forga ibnica para os experimentos de complexacio, a solugéo de AcNa

(acetato de sddio) foi posteriormente substituida por uma solugéo de
KCI.
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II. 2a. Preparacao das amostras

Z2a.l. Matéria organica dissolvida marinha (DOMmar)

A dgua marinha utilizada no presente trabalho foi coletada a
cinco quildometros de Capraia, um arquipélago da regido de Toscana
(Itdlia), no mar Mediterrdneo. A coleta foi feita a aproximadamente um
metro da superficie e transferida para recipientes de polietiteno com
capacidade para 10 a 20 litros. Tais recipientes foram previamente
lavados com dcido cloridrico diluido (10%) ¢ com &gua do mar do
proprio local de coleta. A coleta foi feita em senlido contrdario ao da
corrente local e contra a diregsio do vento. No laboratirin, a d4gua foi
filtrada (sob presséio de nitrogénio) em filtros dec membrana de 0.45 am
(Sartorius) pré-lavados com HNO3 3M e 0.8M, e que haviam sido
deixados em imersdo em Agua Milli-Q até 0 momento de uso. A
lavagem com o dcido é necessédria uma vez que tais filtros continuam a
liberar metais pesados como cddmio e chumbo mesmo apés a
passagem de um litro de 4gua. Apés v processo de filtragem, a agua do
mar era estocada em uma camara fria, a 4°C, até v momento de uso. A
coleta, o tratamento da dgua marinha e a limpeza do material foram
realizados segundo o procedimento descrito em Mart (1979a) ¢ Mart
(1979h).

-85 .
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A extracdo da matéria orginica dissolvida marinha foi
realizada com o uso de colunas descartaveis Sep-Pak tC18 (Water
Associates). Em relacdo 4 Sep-Pak cldssica, as tC18 sdo empacotadas
com uma major quantidade de SiC18HS37 e apresentam ligacéo
trifuncional ao invés de monofuncional, além de maior homogeneidade
no tamanho das particulas (37 - 55 um av invés de 55 - 105 pm). Duas
resinas t&ém sido utilizadas com maior frequéncia para o isolamento e
extragio de matéria orgénica dissolvida de ambientes aquaticos, Sep-
Pak e XAD. Apesar da XAD isolar cerca de 50% da DOMmar,
quantidade considerada alta, segundo Mills et alii (1987), ha
possibilidades de ocorréncia de rcagfio entre a matéria orgénica e a
resina. Com a Sep-Pak, h4 uma diminuigdo destas possibilidades, pois
trata-se de um sistema de fase reversa, onde as forcas interativas
envolvidas no processo de retencfio sdo mais fracas.

Com o auxilio de uma seringa descartivel lavada com acido
dituido, a coluna Sep-Pak tC18 era condicionada através da passagem
consecutiva de 10 ml de metanol (J.T. Baker, Holland, grau HPLC de
pureza), 10 m! de HC! (Suprapur, Merck, Germany) em uma
concentragio de 3-104 M para remociio de tragos de metais presente na
coluna, novamente 10 ml de metanol, e finalmente 20 ml de agua Milli-
Q. Com o cuidado de nido deixar a coluna Sep-Pak tC18 secar
internamente, esta era posicionada na porgdo terminal de um tubo de
silicone concctade a um recipiente com 2 litros de dgua do mar
ajustada para pH 3 (HCI, suprapur) & temperatura ambiente. A
passagem da dgua do mar através da Sep-Pak tC18 era realizada sob
atmosfera de nitrogénio e com uma vazdo de 12 ml-min-l. Apés a
passagem de toda a dgua marinha, a Sep-Pak tC18 cra lavada com 20
ml de dgua Milli-Q para remogio dos sais marinhos. Em seguida, a
DOMmar presente na Sep-Pak tC18 era eluida com 10 ml dc uma
solugdo metanol:agua (85:15, v/v), como descrito em Mills et alii (1987). A
DOMmar era coletada em tubos de centrifuga de polipropileno lavados
com dcido diluido e enxaguados com dgua Milli-Q. Estes tubos,
contendo a DOMmar em metanol, eram submetidos a um processo de
secagem a frio em uma centrifuga (Hetovac) acoplada a um liofilizador
(Edwards-Modulyo). Apds secagem, os tubus de centrifuga, entdio com a
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DOMmar, eram fechados e reservados no escuro em uma cimara fria
até o momento de uso, o que nfo excedia 3 a 4 semanas. A acidificacio
da 4gua do mar antes de passar através da Sep-Pak tC18 é feita com a
intengdo de aumentar v cardter hidrofobico da matéria vrganica, o que
aumcenta a quantidade de material que fica retido na coluna Sep-Pak
(Mills et alii, 1987). A figura II.1 1lustra o procedimento utilizado para a
extracio de matéria orgéinica.

Segundo o procedimento acima descrito, a eficiéncia de
retengdo da DOMmar pela Sep-Pak tC18 foi de cerca de 20%, sendo
guantificada através de absorbincia em 254 nm.

2
2a.2. Padroes de
referéncia de
matéria orga-
-- nica (MO)
! ;E%g?; 4 . Substan-
f%:::i‘;f; cia hiimica comer-
RS cial (SH) (Fluka
Chemie,
N— Switzerland lote

Figura ll.1. Procedimento para extracdo de No. 35069 989) e
matéria orgdnica. (1] nitrogénio; (2] fluxo de acido falvico (AF)
gds; (3] dgua do mar; (4] fluxo de égua; (5)
Sep-Pak tC18; (6) dgua do mar pobre em ) .
motéria orgdnica dissolvida. padrao comercial e

dcido filvico de
Conway (AFC) gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. J. Weber da
University of New Hampshire, foram os padrdes de referéncia
utilizados neste trabalho. O dcido fulvico de Conway foi extraido de solo
tipo podzol origindrio de Conway, NH, EUA. O procedimento de
extracao, purificagio ¢ andlise do AFC pode ser encontrado em Weber e
Wilson (1975).
A substincia himica comercial foi utilizada tanto sem ser
submetida a qualquer processo de purificagao, como também apds sua
separaglo nos acidos falvico e himico. Para tal, uma certa quantidade

obtido atraves do

37—
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com HCI, e 0 sobrenadante centrifugado e filtrado através de filtros de
membrana (Sartorius) com 0.2 pym de didmetro de poro. A solugio
restante foi entdo neutralizada (pH 7) com NaOH e mantida a 4 oC por
24 horas. A fracéo insolivel foi removida por centrifugacéio e filtragem.
A amostra liquida (4cido fiilvico e sais) foi posteriormente dializada em
tubos de celofane (Medicell International, Londres) e seca a vicuo. O
processo de purificagdo da SH empregado é uma modificacdo daqueles
descritos em Boussemart et alii (1989) e Castetbon et alii ( 1986).

Quando os padraes de referéncia eram an alisados, estes eram
dissolvidos em 4gua do mar pobre em matéria orgénica resultando em
solugdo 0.1 mgl-l Esta mesma dgua do mar era utilizada para a
realizacdo do branco de procedimento. As solugdes de MO 0.1 mgl?
sofriam entfio 0s mesmos procedimentos das amostras de DOMmar, ie,

concentragdo e extracdo da MO na coluna Sep Pak tC18 e secagem a
frio.

2a.3. Branco de procedimento

Para a realizagédo de brancos de procedimento, dois litros de
dgua do mar previamente passados através de coluna Sep-Pak tC18
eram acrescidos de 1 ml de peréxido de hidrogénio (Carlo Erba) e
distribuidos em tubos de quartzo (100 m1 cada) fechados com tampas de
Teflon®. Os tubos eram entio foto-oxidados durante um periodode 9a
11 horas por irradiagéo com uma lampada de merciirio de alta pressao
com 1 KW de poténcia. Verificagido através de fluorescéncia ¢
absorbincia em 254 nm mostrou que esta dgua marinha era pobre em
matéria orgénica e foi entéio utilizada como branco de procedimento.

I1. 2b. Equipamentos e Reagentes

Para o fracionamento da MO foi utilizado um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR). O
sistema cromatografico encontrava-se acoplado a um integrador
Hewlett-Packard (modelo HP3396 Série IT), era equipado com duas
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sistema cromatografico encontrava-se acoplado a um integrador
Hewlett-Packard (modelo HP3396 Série II), era equipado com duas
bombas LKB 2150, um programador de solvente LKB 2152, um injetor
com capacidade para 250 pl (Rheodine, Califéornia, EU.A.), ¢ um
detector de ultravioleta ajustado para 254 nm (Pharmacia LKB, Uvicord
SD). O integrador era ajustado para uma velocidade do papel de 0.2
mm-min-l, exceto no periodo de 0.8 a 4 minutos, onde a velocidade foi
mantida em 0.5 mm-min-t

Uma coluna analitica comercial empacolada com silica
ligada a octadecil com didmetro de 5 um para CLAE (Spherisorb) com
250 x 46 mm D.I. (Violet, Phase Sep) foi utilizada em conecgdo a uma
pré-coluna (50 x 4.6 mm D. I.) empacotada com o mesmo material. Com
o objetivo de proteger ambas as colunas de qualquer material
particulado, um filtro de Teflon® (Alltech, USA) com 2 um de didmetro
de poro foi conectado entre o injetor e a pré-coluna ¢ utilizado
rotineiramente. Onde possivel tubos capilares de Teflon® ou PEEK
(Alltech) cram utilizados para as linhas cromatograficas. Com a
finalidade de evitar contaminacéo por fungos, quando néo em uso, todo
0 sistema cromatogriafico era deixado repousar em uma solugio de
dgua:acetonitrila, 95:5 (v/v).

A recuperagdo da DOMmar do sistema cromatografico, que
era de cerca de 95%, foi avaliada através de absor¢do em comprimento
de onda fixo de 254 nm ¢ também por emissio de fluorescéncia (hex 320
nm, Aem 410 nm) para as amostras submetidas a uma fase m ével
contendo acetato de sddio. Para aquelas tratadas com KCL na fase
mdvel, a recuperagdo foi avaliada através de carbono orgénico total
(Dorhamnn DC-190), e o resultado foi de 99% . As medidas de absorc¢éio
foram realizadas utilizando-se o espectrofotdmctro JASCO UV IDEC-
510 (modelo HMC 538) com cuvetas de quarizo de 1 cm de caminho dtico
para os extratos de DOMmar e de 5 ecm para a dgua do mar natural. As
andlises de fluorescéncia foram realizadas através de um
espectrofluorémetro JASCO Fluorom eter (modelo FP 770) ajustado para
oe 10nm de amplitude de banda para os monocromadores de excitacao
e emisséo respectivamente. Todas as medidas foram realizadas em pH
6.5- 7.0, em solugdo de NaAc ou KCl, e filtradas em filtros de membrana

-39_



Caracterizacdo e com plexagdo MO natural CLAE-FR, fracionamento MO
Instituto de Quimica - UNTCAMDP

de 0.2 um de diametro de poro (Sartorius). A tem peratura ambiental foi
mantida em 21x1°C,

Agua Milli-Q, Millipore (Bedford, MA, EU.A.) foi utilizada
durante todo o processo experimental deste trabalho.

Os solventes acetonitrila (ACN) ¢ metanol (MeOH) foram de
grau HPLC de pureza e fornecidos por J.T. Baker (Holanda). O primeiro
foi utilizado cumo parte da fase mével no gradiente cromatogrifico e o
segundo para a eluigdo da matéria orgénica das colunas Sep-Pak tC18.
Também utilizado como fase mével, foram solucdes de acetato de sédio
(NaAc) e KC1. NaAc foi fornecido por Carlo Erba (Milo) e utilizado em
solugfo com concentragao de 5:102M e pH 7. KC1 (Suprapur, Merck) foi
utilizado em solugéo com concentragio de 4103 M, e pH 7.

100+ ro

O
volume morto,
ie, o tempo que

35 1.0 demora para

uma substin-
14 1.0 cla nao retida

1.0 passar através

% Acetonifrila

<N

1.2 1.0 da coluna e
0 8 16 24 32 40 48 chegar no de-

Tempo [minutos) tector, foi me-
dido através

Figura .2, Procedimento de elvicdo em etapas utilizado
para o fracionamento de matéria orgdnica. Q nimero _
acima de cada efapa indica o Fuxo da fase méyvel mMmetanol.

{ml-minl). Como mostra-

do em Dolan
(1991), a injecdo de metanol leva a um distdrbio da linha de base,

ocasionado pela alteracdo do indice de refracéo, de modo que o volume
morto pode ser quantificado. Nas condigoes ulilizadas, o volume morto
foi de aproximadamente 2,5 m1,

da injecdo de
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II. 2c. Procedimento cromatogrifico

O procedimento proposto é a eluigio em etapas com mistura
programada dos solventes NaAc:ACN (97:3) v/v ou KCLACN (98:2) v/v
como solvente A, e ACN 100% como solvente B, formando entdo a fase
mével. Com uma amplitude de polaridade de eluicdo entre 8,68 e 10,06
(AcNa), e 8,60 e 10,11 (KC1) foi possivel a separacdo da DOM em até 5
fragoes distintas. A quantidade traco de ACN previamente adicionada a
solugéo de KC! ou NaAc tem por finalidade diminuir o ruido da linha
de base causado pela mistura dos solventes. Além disso sabe-se que
quantidades trago de solvente orginico na fase mdével atuam na
umidificag¢éio da coluna (hidrofébica em cromatografia de fase reversa),
aumentando entdo o equilfbrio através das duas fases altamente
dissimilares (hidrocarboneto e aquosa) (Snyder e Kirkland, 1979). O
valor da polaridade de eluigdo das fragbes fui calculado segundo Snyder
e Kirkland (1979) e é mostrado na equacéo que segue.

P’ =(@a . Pa) + (3b . Ph)
onde:

P’ é a polaridade de eluigao

a ¢ Pbreferem ao volume das fragdes dos solventes A e B da
fase mavel,

Pa e Pbreferem ao valor de polaridade do solvente puro

Nas condigées apresentadas, a linearidade do m étodo
encontra-se entre 7,0 ng e 20 ng de massa injetada no sistema
cromatografico para qualquer uma das fragdes. O procedimento de
eluicdo cromatografico em etapas utilizado é mostrado na figura I1.2.

—41—
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II. 3a. Cromatografia

Apesar do consideravel nimero de investigaces publicadas
na literatura quanto ao fracionamento de substancias himicas, poucos
540 os resultados conclusivos.

A utilizacdo de gradiente continuo, semelhante aquele
utilizado por Mackey (1983) e Mills et alii (1987) resultou, nas condigies
usadas neste trabalho, no cromatograma de DOMmar mostrado na
figura I1.3, uma separacio inadequada para futuras investigacdes
sobre caracteristicas de complexagfio dos materiais orgéanicos com
metais,

O gradiente continuo € 0 mais comumente empregado para o
fracionamento de matéria organica dissolvida (Mackey, 1983; Mills ct
alii, 1987). Este gradiente apenas separa a porcéic mais polar da MO,
enquanto o restante da substincia vai sendo cluido da coluna
cromatografica aos poucos, sem apresentar um fracionamento cfetivo.
A segunda parte do cromatograma varia com a inclinagédo do
gradiente, sendo tanto mais plano quanto mais tempo for necessario
para chegar ao final da analise cromatografica. Este fato, ilustrado
através das figuras I1.3a e I1.3b, sugere que a matéria orginica
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dissolvida seja constituida por uma mistura de substincias organicas.
Este resultado estd em contraposi¢éo aos de Susic e Boto (1989), cujo

a - 50
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e /
= \‘N‘-‘-R.A\
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<« q:
£l B 50 e
&
e
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J LJ}\\\/\
.;_f:: Emin
1 T I T
2 8 15 30
Tempo de cluigio (minutos)
Figura 1.3.  Cromatogramas de
DOMmar. Elvigdo isocrédtica

(AcNa:ACN, 97:3 v/v) nos 8 minutos
iniciais, e entdo continua até 50% ACN
em 30 minvtos [a), e em 15 minutos (b).

Vazdo = 1,2 mi-min! para os 8 minvtos
iniciais e 1,0 mlmir! até completa
eluicGo.

trabalho mostra apenas
uma fragdo croma-
tografica, e através de
andlise 6tica (espectro
de absor¢ido com var-
redura de 220 a 380 nm)
concluem que a fragao
obtida néo é constituida
por uma mistura de
muitos compostos. Po-
rém, com os resultados
do presente trabalho e
outros da literatura
(Frimmel et alii, 1992;
Saleh e Chang, 1987)
pode-se dizer que esta
mistura é caracterizada
por apresentar um
gradiente continuo de
polaridade, o que
explicaria entdo as
indmeras dificuldades
encontradas em sua
separacido cromatogra-
fica.

Ao contrdrio
do gradiente contfnuo,
cuja variagdu na
polaridade procura
levar ao isolamento de
cada composto, o
gradiente proposto (em

ctapas) quando aplicado & matéria organica dissolvida resulta no
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agrupamento de compostos com polaridade semelhante. Tal gradiente,
como mostrado na figura I1.2, resulta em um fracionamento da
matéria orglnica dissolvida em grupos de compostos com
caracteristicas semelhantes, e ndo substancias puras. Deste modo foi
possivel o fracionamento da DOM em até 5 grupos de compostos
constituintes da substincia himica. A figura I1.4 mostra alguns
cromatogramas tipicos utilizando-se o procedimento de eluicdo em
etapas com diversos solventes e sempre a mesma coluna. Os
cromatogramas ilustram nitidamente o efeito da forga ibnica no
processe de fracionamento da DOM. De fato, sabe-se que a adigéo de sais
na fase moével influencia 0 mecanismo de retencgéo e seletividade do
soluto (Snyder e Kirkland, 1979). Como j4 mencionado, devido &
necessidade de estudos de especiacéo e determinagdo de carbono
orgénico, a solugéio de acetato de sédio foi posteriormente substituida
por solugéo de cloreto de potdssio como fase maével.

O efeito da forga idnica na eluigdo de diversas fragoes é
discutida em Susic e Boto (1989), onde os autores interpretam a
presen¢a de um ou mais picos como incompleta elui¢ao da MO, e nio
como provavels com postos presentes na substancia hamica. Segundo
Shapiro (1957), a auséncia de um ponto de fusio preciso, por si, j4 indica
a presenca de multiplos compostos na MO.

A reprodutibilidade do procedimento cromatografico foi
verificada através de ANOVA (95% de intervalo de confiang¢a). Nao
houve diferenca significativa considerando o tempo de retencdo das
fragbes cromatograficas em amostras distintas. Porém, uma
observag&o minunciosa das figuras I1.6 e IT.4 deixa claro que o tempo
de retengdo para as fracies 3,4, e 5 é funcédo da alteragfio de polaridade
da fase movel, definindo as etapas do gradiente cromatogréfico e
mostrando a variagdo de com posicéio das fragdes. Isto significa que com
o gradiente proposto separam-se grupos de compostos com uma
amplitude de polaridade cujo minimo é a polaridade daquela etapa.
Saleh e Chang (1987), investigando as propriedades de retencéo em

CLAE-FR de dcido filvico do rio Suwannee (E.U.A)), obtiveram
resultado semelhante.
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Fx;guru l.4 Cromatogramas de DOM tipicos obtidos através de CLAE-FR e
ely

icdo em etapas como ilustrado na figura 11.2. DOMmar, fase
mével=AcNa:ACN (a), KCI:ACN (b]; HS

AFC, fase mével KCI-ACN (d); Branco de procedimento .{e)
movel=AcNa:ACN.

A figura I1.5 mostra o valor da &rea absoluta para as fragies
cromatogréficas 3 e 4 em fungdo da concentragao de acetonitrila na
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primeira etapa da fase moével. Observa-se um aumento na drea da
fragao 3 e uma diminuicdo naquela da fracao 4 com a diminui¢éo da
polaridade da fase mdével. Estc fato mostra haver a passagem de
compostos organicos de uma fragio para a outra e corrobora para a
hipitese de uma escala quasi-continua de polaridade nos compostos

formadores da

matéria orgi-
—— vy =295+ 405x r= 0.992

----- y = 51.75-8.33x r= 0.987 nica natural.
50 As
& A0 N " ?rec fmgfo 3 caracteristi-
o - AT --g- Grea fragéo 4
_ .l cas dos cro-
hc; 30 L SN matogramas
0 “a .
O . obtidos com o
0 20 .. .
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< AcNa:ACN
0 como fase mo-
o . vel, além da
% acetonitrila . .
1mportancia
Figura IL.5. Areas daos fragées cromatograficas 3 relativa de ca-

e 4 como funcdo da porcentagem inicial de

= ; da fracio
acetonitrila na fase moével A. alragao para

o total da DOM

sao mostrados
na Tabela I1.1. E interessante notar que na dgua do mar, os com pustus

de maior polaridade constituem cerca de 40% da DOMmar, enquanto
que este valor sobe para 81% em se tratando de AF. J4 a fracao de
polaridade intermedidria representa cerca de 40% do total na DOMm ar,
enquantn que apenas 16% para o AF. As fra¢des de menor polaridade (4
e 5) sdo novamente encontradas em maiores quantidades na dgua do
mar dv que no acido fulvico terrestre. Baseado nos estudos de Grasso e
Weber (1988) e no presente trabalho, pode-se dizer que a DOMmar
apresenta um maior grau de polimerizacao do que v dcido falvico
terrestre. Grasso e Weber (1988) investigam o comportamento da MO de
origem natural através de cromatografia liquida com fase reversa e
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oxidagdo quimica, e obtiveram uma relacgéio inversa entre polaridade ¢
grau de polimerizagao.

Tabela I1.I. Valores obtidos a partir dos cromatogramas. CV indica
coeficiente de variagdo. Tempo de elui¢do é dado em minutos. Ntiimero
total de amostras analisadas = 8 Fase mdvel = NaAc:ACN,

Fragdo Polaridade Tempo DOMmar CV AFC CV SH CV

de eluicdo cluicdo % area % area % area
1 16.06 2.3-28 30 7 71 5 34 8
2 10.06 39 9 7 10 2 ) 29
3 9.86 12.7 36 B 16 4 23 8
4 9.37 20.1 14 7 3 9 21 5
5 8.68 28.5 12 17 2 27 16 12

A polaridade dos compostos cluidos varia de 10.06 para a
fragdo mais polar e 8.68 para a de menor polaridade quando AcNa é
adicionado 4 fase mével. Porém quando é utilizado a solucao de KCl, a
polaridade de eluigdo das fracées cromatograficas sofreu leve
modificagéo, como mostrado na tabela IT.II.

Tabela I1.II. Polaridade de eluicdo para as fragées
cromatogrificas. Fase mdovel: KCI:ACN. Todos os
outros dados sdo aqueles apresentados na tabela

II.1.
Fragio Polaridade eluigdo
1 10.11
2 10.11
3 9.80
4 9.50
5 8.60

Utilizando um sistema semelhante, CLAE-FR e também
gradiente em ctapas, Saleh e Chang (1987) obtiveram que a polaridade
de compostos do acido falvico encontrava-se entre 10.15 e 5.86. Nota-se
uma diferenga de 3 unidades de polaridade para a fragdo menos polar
de Saleh e Chang (1987) e a do presente trabalho. Este fato pode ser o
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resultado das distintas técnicas de extragdo de matéria orgénica
empregadas. O procedimento de extragdo utilizado no presente trabalho
(Sep-Pak tC18), por si, jd seleciona os compostos da matéria organica de
menor polaridade. Segundo Mills ¢ Quinn (1981), os compostos de
matéria orgénica extraidos por resinas Sep-Pak eluem em polaridades
de até 7.90, o que estaria entdo de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho.

II. 3b. Calibracéao

Para propdsitos de calibracio da CLAE-FR, foi utilizado uma
solugdo do padrdo de AF sem ser passada através da coluna Sep-Pak
tC18. Para as curvas de calibragéio foram utilizados aliquotas de uma
solugdo concentrada (0.1 g-1-1) feita em NaAc (5102 M) e filtrada através
de filtros de membrana com 0.2 um de didmetro de poro (Sartorius).

As curvas de calibragdo para cada uma das fracoes
cromatogréficas sdo mostradas na figura I1.6. Nesta observa-se que o
parametro mais sensivel para a determinagdo da linearidade do
método é a drea relativa das fragdes, e ndo a drea absoluta. E claro que
o8 valores de drea relativa devem ser constantes independentemente da
massa injetada no sistema, se considerarmos que a composicio da
solugdo de 4cido falvico 6 a mesma independentemente de sua
concentragéo. Os limites das linhas de regressio linear foram testados
por grificos de residuais do eixo y segundo apresentado em Miller
(1991), e estao de acordo com os valores obtidos pelas dreas relativas. O
limite de detec¢do obtido com a metodologia proposta no presente
trabalho encontra-se em nivel de micrograma, e a linearidade entre 7.5
ng e 20 ng. A causa provdvel da niio linearidade entre 0- 5 ng de massa
injetada no sistema cromatografico pode ser tanto um erro
instrumental em baixos niveis de detecgdo, como também uma
interconverséo entre as fra¢des. Esta interconversio entre fracoes foi
detectada através da re-injecdo de cada fracdo em separado e aplicado o
mesmo procedimento cromatografico. Deste obteve-se que apenas uma
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pequena parte da fracfio re-injetada aparecia como outras fracdes, a
maioria aparecia como ela prépria.
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Fig. I.6. Curvas de calibracédo para as fracdes

cromatogrdficas realizadas com soluco de dcido
fulvico.

Susic e Boto (1989) obtiveram um aumento na sensibilidade
utilizando detector de fluorescéncia. Os autores propdem um método de
determinacido de dcido humico em amostras ambientais, cujo limite de
detecgdio estd ao nivel de nanograma e a linearidade entre 0.18 ng ¢ 2.1
ng. Neste caso porém, apenas uma fracao cromatogréfica é obtida.

A separagio da DOM em fragdes cromatograficas com
detec¢éio através de absorbancia em 254 nm, apesar de nao ser tio
sensivel como detectores de fluorescéncia, permite, por ser um sistem a
de detccgéo ndo destrutivo, an4lises pusteriores.
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A matéria organica natural, quer de origem marinha ou
terrestre, € constituida por uma mistura de compostos de diversas
polaridades, resultando na formagio daquilo que se pode chamar de
escala quasi-continua de polaridade.

Devido & complexidade da matéria orginica natural, muitas
dificuldades surgem em sua separagio cromatogrdfica. Como
resultado tem-se 0 agrupamento de compostos organicos, e néo a
separagdo em substancias puras. O termo “fracbes cromatograficas” é
sugerido para estas situagies.

Apesar da complexidade acima mencionada, a metodologia
apresentada no presente trabalho, ie, gradiente em ctapas baseado em
polaridade possibilitou o fracionamento da matéria organica de origem
natural em até 5 fragdes distintas, cada qual contendo diversos
compostos orginicos mas que apresentam pelo menos uma
caracteristica em comum: a polaridade.

0 4cido fiilvico terrestre apresentou uma predominancia de

fragdes mais polares em relacdo a4 matéria orgdnica dissolvida
marinha.
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A fluorescéneia é uma propriedade intrinseca das
substincias himicas, quer seja de origem terrcstre ou marinha. Euma
propriedade cunservativa (Cabaniss e Shuman, 1987) e portanto pode
ser utilizada como tra¢ador. E frequente sua utilizagiao em estudos de
processos de mistura de dguas de rios com as de estuarios (Dorsh e
Bidieman, 1982; Hayasc et alii, 1988). De Souza Sierra (1992) mostrou quc
uma combinac#o de processos complexos tais como a perda de material
fluorescente de alto peso molecular durante a mistura estuarina
resulta em uma altera¢do no maximo de emissio e também na
eficiéncia aparente de fluorescéncia das dguas estuarinas.

A entrada de materiais organicos de origem terrestre no
ambiente marinho é fortemenie dependente da descarga dos rios nos
oceanos. Atualmente os rios descarregam cerca de 35 a 40-103 Km?3 de
dgua doce e 15 a 20-109 toneladas de sedimentos por ano nos oceanos de
todo 0 mundo (Milliman, 1993). Para uma avalia¢io quantitativa ¢
qualitativa do ciclo global do carbono, é importante o conhecimento
sobre a contribuicdo dos materiais vrgénicos de origem terrestre no
ambiente marinho. Moran et alii (1991) mostram que a presenca dc
compostos derivados de lignina presentes na dgua do mar sao
origindarivos de plantas vasculares, e portanto de ecossistemas
terrestres. Gough et alii (1993) mostraram a presenga de lignina e
cutina (produtos de plantas vasculares) em sedimentos marinhos com
uma profundidade maior do que 4000 metlros. A contribuiciio da
substdncia hiumica terrestre na matéria organica dissolvida marioha
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__Fluorescéncia

pode ser avaliada através da propriedade natural de fluorescéncia
destas substincias,

A alta sensitividade da espectroscopia de fluorescéncia como
uma técnica analitica permite sua utilizacdo em concentracgoes
naturais. Este aspecto é especialmente vantajoso quando se investiga o
ambiente marinho, uma vez que sio muitas as dificuldades
encontradas para o isolamento da matéria orginica dissolvida
marinha a partir de um meio rico em sais, como a 4gua do mar.

Pcnsa-se que apenas uma pequena parte da molécula das
substincias hamicas seja responsdvel por sua fluorescéncia (Seitz,
1981; Miano ct alii 1988). Apesar disso, Visser (1983) mostra que a
fluorescéncia das substdncias humicas fornece informacies
representativas quanto as caracteristicas estruturais da molécula como
um todo. Sencsi cf alii {(1991), associa a alta intensidade de fluorescéncia
em comprimentos de onda curtos ¢com a presenga de componentes
estruturais simples e de baixo peso molccular, baixo grau de
policondensag¢o aromdtica e baixos niveis de cromdforos conjugados.
Os autores concluem que as propriedades de fluorescéncia das
substancias hdmicas podem ser utilizadas como critério para sua
diferenciacao ¢ classificagdo quanio a origem, géncse e natureza.
Segundo Seitz (1981), os fluordforos dos acidos hamico e falvico sio
provavelmente estruturas aromaticas condensadas e substituidas (-OH)
com alguns grupos de dcidos carboxilicos.

A fluorescéncia é uma técnica que analisa o todo da molécula,
porém devido & alta complexidade da substancia hiimica, uma
quantidade limitada de informagéo é obtida. Com isso, a fluorescéncia
dessas moléculas tem sido utilizada, em sua maioria, como critério de
distingao da substincia hiimica quanio &4 natureza, ginese e origem.

A fluorescéncia das substincias humicas relaciona-se com
varios parametros, tais como origem, peso molecular (Green et alii,
1992), pH (Senesi, 1990), ¢ polaridade (Lombardi el alii, 1994, ver
apéndice). Uma das vantagens da fluorescéncia, é que como outras
técnicas espectrais, esta apresenta grande flexibilidade e sensitividade,
pois comprimentus de onda especificos podem ser usados para
selecionar diferentes classes de fluoréforos. Um dos problemas porém, ¢
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que a fluorescéncia das substdncias humicas nao obedece a teoria
existente, descrita para compostos mais simples. O comprimento de
onda de mdxima emissio, a identidade de uma molécula, ndo & fixo
para as substancias hiimicas, qualquer que seja sua origem. Com isso,
muitas dificuldades surgem quando as técnicas convencionais de
varredura de excitagdo e emissdo sdo utilizadas. Uma técnica
fluorimétrica relativamente recente, a fluorescéncia sincronizada,
parece mais seletiva e tem sido utilizada com bastante frequéncia em
pesquisas com substincia htmica.

O acoplamento de técnicas analiticas tem se mostrado
promissor para analisar a substancia himica em si. Frimmel et alii
(1992) utiliza varios sistemas de deteccdo em amostras previamente
fracionadas através de cromatografia em gel e mostra as diferencas
entre amostras naturais e dcidos fillvicos isolados. Hayase e Tsubota
(1984) investigam o compertamento hidrofilico de fracGes de acidos
fiilvicos de sedimentos marinhos de vérios pesos moleculares.

Definindo melhor cada fracdo analisada, a juncdo da
espectroscopia de fluorescéncia com a cromatografia liquida de alta
resolugdo utilizada no presente trabalho, forneceu informacdes mais
detalhadas sobre a fluorescéncia da substancia humica, utilizada aqui
como sindnimo de matéria orgdnica de origem natural.
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O fenémeno de luminescéncia molecular reside na emisséo
de fotons a partir de estados excitados eletronicamente. A fluorescéncia
pode ser definida como a emissiio de fétons de estados excitados singlete
resultante do retorno ao estado fundamental. Quando um clétron com
nivel de energia superior apresenta spins com orientacdes opostas, o
retorno ao estado fundamental a partir de um estado excitado singlete
nao requer alteracédo na orientacéio do spin. Assim, de acordo com a
mecanica quéntica, sdo transigies ‘permitidas’, resultando em tem po
de vida de fluorescéncia de 108- 109 segundos. Este é 0 tempo médio que
um fluoréforo permanece no estado excitade. Por outro lado, a
fosforescéncia, que é a emissao de fotons resultante do decaimento do
elétron em estado triplete de excitacdo, ndo é ‘permitida’
quanticamente, sendo necesséria a alteracio na orientacédo do spin
eletronico. Com isso, o tem po de vida médio da fosforescéncia é maior do
que o da fluorescéncia, ficando em torno dos milisegundos a segundos.

Em geral, substincias fluorescentes possuem elétrons
delocalizados presentes em ligagoes duplas conjugadas (Lakowicz,
1983). A auséncia ou presenca de fluorescéncia em uma molécula é
dependente de sua estrutura e também do ambiente no qual o espectro é
medido. A fluorescéncia nao é um fendmeno sensivel para detalhes
refinados de estrutura molecular, ¢ apenas uma pequena fracdo dos
compostos orginicos existentes é que apresenta fluorescéncia. Portanto
0 mero fato de uma molécula fluorescer, j4 fornece significante
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informacdao com respeito 4s suas caracleristicas estruturais (Wehry,
1967).

O formato e a posigdo de uma banda de emiss@o de um
espectro de fluorescéncia séo dependentes da estrutura molecular da
substdncia. Em geral, sdo os espectros de excitacfio e emissio de
fluorescéncia de com postos planos que apresentam padries estruturais
semelhantes e a conhecida simetria de espelho (Berlman, 1971).

Os processos de fluorescéncia sdo mais provaveis em
sistem as conjugados e onde elétrons n#o estio fortemente ligados, como
por cxemplo ligagdes 7, que sdo consideradas de baixa cnergia. Quando
uma radiacio eletromagnética, que pode ser de baixa energia, atinge
tais sistemas, o elétron ¢ apenas excitado, e entiv promovido para
orbitais de mais alta energia. O elétron tende entéo a retornar ao seu
estado fundamental, liberando assim a energia absorvida em forma de
fluorescéncia. Se porém, os elétrons estio fortemente ligados, como em
moléculas saturadas ou envolvidos em ligag¢éo O, a energia necessdria
para a excitagdo eletrinica sera muito alta, apresentando em geral o
rompimento, direto ou indireto, da ligacdo. A cnergia dissipada em
rompimento de ligagdo ndo pode rcaparecer como fluorescéncia
{(Wehry, 1967).

Sabe-se que o tipo e o grupo de substituinte no anel aromatico
afetam a intensidade ¢ o comprimento de onda de emissiao de
fluorescéncia. Assim, o comportamento fluorimétrico de uma molécula
é resultantc de um efeito cumulativo dependente dos varios
componentes estruturais dessa molécula, e o ecspectro observado
consiste na somatiria dos espectros individuais dos varios fluoréforos
presentes na molécula.

A complexidade quimica e estrutural da substancia humica
representa obstaculos para a identificacdo dos componcntes
responsaveis por sua fluorescéncia. Os dois tipos de espectros
convencionais (excitagio e emissio) parecem néo possuir estrutura
suficiente para permitir a identificacéo dos componentes estruturais.
Segundo O’Haver (1976), a limitacdo da fluorescéncia em amostras
complexas com multicom ponentes reside na larga amplitade de banda
inerente destas moléculas. Isto limita a habilidade de medidas

— 8-



Caracterizagdo ¢ complexagdo MO natural PFluvrescéncia
Institute de Quimica - UNICAMP

convencionais em resolver a sobreposicao de bandas cm geral
observadas em misturas de compostos fluvrescentes.

Segundo Senesi et alit (1991), a fluorescéncia da substincia
humica deve-se a sistemas conjugados insaturados aromdticos além de
sistemas capazes de alto grau de ressonéncia (delocalizacio eletrinica).

Considerando que a emissao de fluorescéncia a partir de
misturas complexas néo € satisfatoriamente resolvida pela técnica
convencional de excitagao em comprimentos de onda fixo, selecionados
especificamente para componentes individuais, Lloyd (1971) introduziu
uma terceira técnica, a luminescéncia sincronizada, quc aplicada a
fluorescéncia (fluorimetria sincronizada) oferece cspectros com maior
resolugao do que os de excitacfio e emissio sozinhos. A figura III.1
mostra um espectro de excitagdo sincronizada para DOMmar.

0.30

DOMmar Conside-

:E. ! TOC=200ma/! rando ETS te.cmcas
= J‘. convencionais, um
c espectro de emis-
o sdo (Fig. I11.2) &
E produzido através
g do registro da in-
c% 0.15 lensidade de luz
% cemitida em funcao
o do comprimento de
= onda da mesma,
'§ com a excitacao
g realizada em com-
E primento de onda
N 0.00 fixo. Ja um es-
200 pectro de excitacio
Comprimento de onda nm) (Fig. I11.3) é obtido

guando a amostra é

Figura II.1. Espectro de excita gio iluminada (ex-
sincronizada. {a) Branco de procedimenta, {b) citada) com uma

Espectro ndo corrigido para o branco, {c)

Espectro apés corre go para o branco. variedade de com-

primentos de onda
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e a intcnsidade de luz fluorcscente emitida é registrada em
comprimento de onda fixo.

A fluorescéncia sincronizada consiste no registro do sinal de
emissdo de fluorescéncia enquanto simultaneamente ¢ de modo
sincronizado fazendo a varredura dos comprimentos de onda de
emissdv e de excitagcdo. Um intervalo (d)\) constante entrc ambos os
comprimentos de onda deve ser mantido durante o processo de medida
(dA=Aem-hex). Segundo Vo-Dinh (1978), o sinal fluorim étrico
sincronicamente excitado pode ser considerado como um espectro de
excitagdo, porém com a luz fluorescente emitida sendo registrada de
modo sincronizado.

1 50 Ex 350 O espectro de
BCSMmar excitacéo sincronizado
TOC=200mg,/!

depende tanto do es-
pectro de excita¢do como
— também daquele de
1 00} ¢ i emissdu, e apresenta
portanto propriedades
combinadas desses dois.
Esta caracteristica re-
sulta em uma melhora
0.50 na seletividade para

analises de multi-

Infensickocde Fluorescd neics (U.A)

componentes, fornecen-

s e do espectros mais
R 4

-

. < HTH_“_T estruturados, especi-

400 450 500 550 almente quando se trata
Comprimente de onda (nm) de amostras complexas

_ tais como substinciasg
Figura Ill.2. Espectro de emissdo de

fluorescéncia, excitacdo fixa em 350 nm. humicas. Esla técnica

fo) Branco de procedimento, (b} Espectro permitiu, segundo Lloyd
ndo corrigido para o branco, [c] Espectro

apds corre¢do para o branco. (1971), a caracterizagéo

de tracos de material
flusrescente no campo da poluicdo causada por éleos, assim como para
propositos forenses.
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Figura lll.3. Espectro de excitagdo, emissdo fixa em 560
nm. (a] Branco de procedimento, (b) Espectro ndo
corrigido para o branco, [c] Espectro apds corre¢do para
o branco.
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IIT. 3a. Fluorescéncia

As andlises de fluorescéncia foram realizadas utilizando-se
um espectrofluorémetro JASCO (modelo FP 770), equipado com uma
lampada de xendnio de 150W como fonte de luz. O instrumento inclui
em sua configuragédo interna corregio automatica para variagoes de
intensidade da fonte de luz além de caracteristicas espectrais tanto da
fonte de luz como também do monocromador de excitacéo.

O monocromador de excitacfo, que além de tornar estavel a
fonte de luz de excitacéo, possibilita seu controle quanto ao
comprimento de onda que se deseja, foi ajustado para 5 nm de
amplitude de banda, enquanto o de emissfo para 10 nm. A velocidade de
varredura foi ajustada para 200 nm-minuto! para ambos os
monocromadorcs.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados
de 370 - 600 nm com o comprimento de onda de excitagdo ajustado para
350 nm (hex 350 nm-primeira classe de fluoroforos) ¢ 450 nm (hex 450
nm-segunda classe de fluoréforos). Os espectros de excitagio foram
obtidus com uma amplitude de varredura de 300 - 550 nm ¢ medida de
cmissdo da radiagdo em comprimento de onda fixo em 560 nm . Os
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.
espectros de excitacdo sincronizada foram quantificados através da
varredura simultinea de ambos vs comprimentos de onda, excitagdo
(varredura de 300 - 600 nm) e emissao, enquanto mantendo constante,
em 18 nm, a diferenga entre os comprimentos de onda de emisséo e
excilagdo (0=18 nm). O valor desta diferenca foi ajustado
experimentalmente. O pico Raman em espectro de excitacfio
sincronizado com agua Milli-Q como solvente ¢ utilizacéio de 6=18 nm
deve encontrar-se préximo de 238 nm, calculado como descrito em Lloyd
(1977).

Os valores de amplitude de varredura e comprimento de onda
fixo utilizados neste trabalho sao parametros tipicos utilizados em
estudos de fluorescéncia de substdncias hiimicas (Miano et ali, 1988;
Ryan ¢ Weber, 1982b; Ventry ct alii, 1991).

Os  cs-
pectros de matéria

y = Q0177 + 0.0089x r=0.995]

?{T 05 orgnica foram
= subtraidos daque-
2 04t . les obtidos com us
‘v 03 L respectivos bran-
% , cos de procedi-
£ 02| mento, e portanto
ﬁ corregdes para os
E 0.1 | efeitos de espalha-
_g 00 & L . mento foram reali-

1
¢ 10 20 30 40 50 40 zadas. Algumas
Carbono Orgénico Total [mg/I} destas correcoes
podem ser vistas

Fiqura lll.4. Concentragdo de carbono organico nas figuras IT1.1,

total (DOMmar] versus intensidade de
fluorescéncia para o método de emissdo de 111.2, e ITL.3. A

fluorescéncia {Aex 350 nm). nccessidade de cor-

recdou do espectro
de emissdo de fluorescéncia de substincias himicas para
espalhamento da luz de fundo foi demonstrada por Ewald et alii (1983) e
De Souza Sierra e Donard (1991). Porém, considerando o espectro de

emissao de fluorescéncia, Sencsi (1990), mostra que o comprimento de
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onda de maxima emissdo para acidos fulvicos é v mesmo para
espeetros corrigidos e nao corrigidus. No presente trabalho, a correcio
mostrou que apesar de haver variacdo no comprimento de onda de
maxima emissio, na grande maioria dos casos, esta fui menor do que 4
nm, ¢ portanto encontra-se dentro do erro instrumental.

Todas as medidas foram feitas em pH 6.5 - 7.0, em solugio de
KC1(1.5-10-2 M) e filtradas em [iltros de membrana (0.2 um de didmetro
de poru, Sartorius). A temperatura ambiental foi mantida em 21 1°C.

wemrreime y =0.0013 + 0.0276x r= 0.998
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f_:igurq ll.5. Concentradio de carbono orgdnico total (DOMmar) versus
infensidade de fluorescéncia para o método de excitacdo sincronizada

(6=18 nm, varredura de 300 a 600 nm}. Picos registrados em 329 nm e
381 nm [al, 440nm e 586 nm [b).
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A calibra¢éo do sistema fluorimétrico foi realizada com
solugdo de AFC, e com diluigdes da DOMmar. No caso da matéria
orglnica de origem marinha, a quantificacdo deu-se através de
medidas de Carbono Orgéanico Total (TOC). As curvas de calibragéio do
espectrofluorometro sdo mostradas nas figuras I111.4 e III.5 para a
DOMmar, e III.6 para o AFC.

Todas as andlises quantitativas do espectro de emissio
convencional foram realizadas com 3 réplicas, e aquelas do espectro de
excitagfio sincronizada foram feitas com 2 réplicas. J4 para as andlises
qualitativas, ie, m4ximo de emiss&o ou bandas de absorcéo, foram feitas
com 4 réplicas para o espectro de excitagio sincronizada e 3 para os de
emisséo. Isto é devido & realizagcio de anélises em amostras tratadas
com acetato de sédio, onde néo foi possivel a realizacdo de medidas de
carbono orginico. Contudo, quer seja acetato de sédio (5-102M) ou KCL
(L5-102M) o solvente utilizado, os espectros com scus respectivos
méximos de emissdo ou absorgio foram semelhantes. Os valores de
intensidade de fluorescéncia por unidade de carbono organico
apresentados nas figuras II1.19 e I11.20 sdo portanto o resultado de
duas réplicas, enquanto os valores de comprimento de onda (maximo de
absorgdo) sdo o resultado de quatro réplicas. O erro para o méximo de
absor¢éo esteve sempre dentro de 4 nm, exceto a banda registrada em
486 nm, cujo desvio padréo foi de 6 nm.

Recentemente foi demonstrado (Frimmel ot alii, 1992) que a
absor¢do em 254 nm para a matéria organica de origem natural nao
corresponde & concentragéio de carbono organico. Portanto a utilizagao
de medidas de absorgdo em 254 nm pode resultar em erros aleatdrios,
de sub- ou super-estimacdo da matéria orginica. Apesar disso, a

absor¢éic em 254 nm tem sido utilizada como uma medida substitutiva
ao TOC.
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III. 8b. Carbono Orgénico Total (TOC)

Com a finalidade de normalizar o sinal fluorimétrico para
uma possivel comparacgéo entre as diversas amostras e quantificacéo
da DOMmar para fins de calibragao, foram feitas medidas de carbono
organico total nas amostras dissolvidas em solugdo de KCl. O método
empregado foi o de combustéo catalitica em altas temperaturas (HTCO)
com detecgdo por infra-vermelho (Dorhamann DC-190), que &
considerado atualmente um dos métodos mais adequados para anélise
de TOC (Wangersky, 1993). No sistema utilizado, a amostra liquida é
injetada diretamente em um forno a alta temperatura (680 °C), onde
sofre o processo de oxidagdo, e 0 COg assim formado é levado, por
arraste, até o detector de infravermelho néo dispersivo, o que segundo
Wangersky (1993) é responsavel por um aumento na sensibilidade. A
figura ITI.7 mostra a curva de calibracio , realizada com ftalato acido
de potdssio (CgHzKO4). Todo o material utilizado foi de vidro, lavado com
solugdo sulfocrémica (24 horas) e enxaguado com agua Milli-Q.

---------- y = 0990 + 0.9120x r= 0.999
80

70 |
60 |
50 |
40|
30 | )
0L #7
10k~

0 L ! ! 1
G 20 40 60 80 100

Concentragdo C 3H5K04 (mg/1)

=
-~

Carbono total {mg/)

Figuralll.7. Curva de calibracdo para as andlises de
carbono orgdnico total.
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IIl. 4a. Emissio

A literatura é unissona em aponlar que as substincias
himicas apresentam pelo menos dois tipos de fluoréforos, um primeiro
excitivel entre 310- 390 nm e um segundo entre 410 - 470 nm . Acredita-
se que carboxifenol esteja presente no primeiro tipo, mas a natureza do
segundo continua desconhecida (Bloom e Leenhcer, 1989). Porém, o fato
de que para cada comprimento de onda de excitacdo, variando desde 300
nm até 500 nm, hd praticamente um com primento de onda de méxima
emissdo, tem-sc a certeza de se tratar de classes de fluoroforos.

Considerando a DOMmar ¢ o AFC (matéria orgénica de
origem terrestre) antes do fracionamento cromatografico, a intensidade
de emissao de fluorescéncia por unidade de carbono organico para a
primeira classe de fluoréforos (hex 350 nm) € maior no AFC, do que na
DOM de ovrigem marinha, como ilustrado na figura TII. 8. Estes
resultados concordam parcialmente com os de Dornard et alii (1989),
que investigando dguas continentais e marinhas obtiveram uma
fluorescénceia 20 vezes maior para as aguas continentais em relagéo as
marinhas. No presente trabalho, a diferen¢a cm intensidade de
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fluorescéncia foi, em média, 5 vezes. Além disso, foi registrada uma

diferenga quanto ao comprimento de onda de maxima emisséo.

A figura I11.8 mostra que a passagem do AFC através da

DOMmar [ AFC {a)
B AFC[nGoSPak]

(b}

ex450

Figura 1l1.8. Intensidade de emissdo
de fluorescéncia por unidade de
carbono orgdnico. Excitacdo fixa em
fa) 350 nm, e (b)] 450 nm.
AFC(ndoSPak) refere-se ao AFC
antes do passagem através da resina

Sep-Pak +C18.

resina Scp-Pak tC18 resultou
em uma perda de 65% dos
fluordforos excitdveis em 350
nm, e de 34% daqueles em 450
nm. Isto mostra que estes
fluordforos estio associados a
compostos hidréfilos, inca-
pazes de serem retidos pela
resina, cuja natureza é
hidrofébica. Resultado seme-
Ihante foi obtido por Amador
et alii (1990), cujo trabalho
mostrou haver um compo-
nente hidréfilo em dguas
marinhas que nio era retido
pela Sep Pak C18 e que cra
responsavel por cerca de 20%
do total de fluorescéncia.

Na figura II1.9, veé-
se que o comprimento de onda
de méxima emissdo obtido
com a DOMmar (437 nm =+ 4
nm) foi sempre menor do gque
aquele do AFC, cujo valor
médio é de 452 nm (+ 4 nm).
Tal comportamento, segundo

Senesi et alii (1991), pode indicar a presenca de componentes
estruturais mais simples e de menor peso molecular na DOMmar em
relacio ao AFC. E provivel que a DOMmar apresente ainda um menor
grau de policondensagéio aromatica e baixos niveis de cromdéforos
conjugados (Scnesi et alii, 1991). Donard et alii (1989 tam bém obtiveram
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Figura 1.9, Espectro de emissdo de
DOMmar.

flvorescéncia para AFC e
Excitacdo fixa em 350 nm.

um deslocamento
para comprimentos
de onda de maior
frequéncia das
dguas marinhas em
relacdo as conti-
nentais.

Ao exci-
tar-se em 310 nm, o
comprimento de on-
da de mdxima emis-
8éo registrado para
a DOMmar foi de
417 nm, resultado
que segundo
Lundguist et alii
(1978), é devido a
presenca de sis-
temas contendo cro-
moéforos derivados
de lignina, suge-
rindo a existéncia
destes com postos na
matéria organica

marinha. Lignina é encontrada nos vegetais superiores, e sua prescnga
em aguas superficiais marinhas mostra a influéncia da matéria
orginica de origem terrestre na composigdo da DOMmar,

provavelmente despejada no oceano através de rios.

Quando a excitagido foi realizada em comprimento de onda
fixo de 450 nm, como mostrado na figura I11.10, ndo houve diferenca
significativa quanto ao comprimento de onda de mdxima emissio para
qualquer uma das duas categorias de matéria orgdnica (DOMmar e
AFC). A diferenca foi, no caso, apenas quantitativa, e novamente 0 AFC
apresentou uma maior intensidade de fluorescéncia,
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A importincia de um grupo de fluoroforos em relagiao ao
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Figura 1. 10. Espectro de emissdo
de fluorescéncia para AFC e
DOMmar. Excitacdo fixa em 450
nm. Concentracdo de TOC:
DOMmar=200 mg/l, AFC=27
mg/l.

fluoroforos.

outro pode ser obtida através
da raziao entre os dois quanto
a intensidade de emissiao de
fluorescéncia. Assim, temos
que para 4 DOMmar, 80% dos
fluordforos sdo excitaveis em
comprimento de onda de 350
nm, enquanto que este valor
cai para 60% em se lratando
de AFC,

Com base no
espectro de emissao, pode-se
dizer que qualitativamente, a
fluorescéncia da DOMmar e
AFC diferem principalmente
quanto & primeira classe de
fluordforos, como indica a
difereng¢a no comprimento de
onda de méaxima emissaon.
Fato que nio se repete quando
se considera a segunda classe,
sugerindo que a DOMmar ¢ o
AFC, apesar de pertencerem a
vorigens tdo distintas, séo

semelhantes quanto a esles

O espectro de emissao de fluorescéncia para qualquer uma
das fragoes cromatograficas, tanto do AFC como também da DOMmar
foi semelhante quanto ao comprimento de onda de méxima emissio. A
principal diferenca foi novamente quantitativa. A figura TI1.11 mostra
a intensidade de emissao de fluorescéncia por unidade de carbono

urgdnico para cada fracfo c¢rom atografica. Observa-se um
comportamento inverso para o AFC em relagdo 4 DOMmar. Hd uma

tendéncia de aumento no sinal fluorimétrico com a diminuicao da
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polaridade das fragdes cromatograficas na DOMmar, e o inverso parece
ser verdadeiro para a matéria organica de origem terrestre. Este
comportamento foi semelhante para as duas classes de fluoréforos, ie,
quer excitando-se em 350 nm ou em 450 nm. Além disso, esta figura

confirma uma maior intensidade de fluorescéncia no AFC do que na

Excitagdo 350 nm

' 3l DOMmar
04 F AFC

ht. Emissdo /TOC

2 3 4 5
Fracdes cromatograficas

Excitacdo 450 nm

0.10
3 pppmar
O 008 |
g
9
E 005
&

003 L
=

0.00

! ,]- '-.-,'.;2 )
Frages cromatograficas

Figura ll.11. Intensidade de emissdo de
fliorescéncia por unidade de carbono
orgénico para cada fragdo cromatogrdfica,
em ordem decrescente de polaridade.

DOMmar, que pode ser
agora detectada nas
fragbes de maior
polaridade. Consi-
derando os compostos
menos polares (fracoes
4e 5), a intensidade de
emissdo de filuo-
rescéncia por unidade
de carbono organico é
semelhante para tanto
para o AFC assim
como para a DOMmar
para a primeira ¢
segunda classe de
fluordsforos.

ITT. 4b.
Excitacdo

O espectro de
excitag¢do convencional
para DOMmar antes
do fracionamento cro-
matografico é mos-

trado na figura 111.3, e para as fragdes cromatograficas na figura
I11.12. A excitagdo convencional resultou em espectros com estrutura
pobre, ic, incapaz de detectar diferencas entre as amostras, e portanto
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mastrou ser um

m étodo incompleto

\ DOMmor

em se tratandoe de
caracterizacao de
matéria orginica
natural, como pode
ser visto na figura
Ff1.12. Por isso,
0.30 g
neste trabalho sera
dada énfase para a
excitacdo sinero-
0.20 nizada, que mos-
trou-se mais efi-
cicnte para tal
proposito.

030 O espec-

Intensidade Fluore scéncia, 540 nm (U.A )

tro de excitacdo

sincronizada para

G 00 | l 1 | a DOMmar antes
300 350 400 450 sSo00 550 do fracionamento
Comprimento de onda (Rm) cromatogralico po-

de ser visto nas
Figura HL.12. Espectro de excitagcdo
convencional para as diversas fracées .
cromatograficas obtidas com a DOMmar. O IIT.13. Na figura
nimero proxime o cada espectro indica a III.1, a concen-
respectiva fraggo. Fmissdo fixa em 560 nm.

figuras TII.1 e

tragdo de carbono

orgénice é 200
mgl-), enquanto que na I11.13 ¢ 16 mgl-l Esta diferenga, como pode ser
visto, nao resulta em alteragdo no com primento de onda de méaxima
emissdo das regiies de picos, mas sim em um m ascaramento dos picos
de fluorescéncia principalmente na regiao de 500 - 600 nm. No espectro
da solugdao mais diluida, vém-se trés pequenos picos nesta regido,
engquanto que apenas um ¢ visto no espectro da solugiao mais
concentrada. Convém mencionar que o espectro apresentado na figura
II1.1 encontra-se dentro dos limites de linearidade para uma
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sensibilidade reduzida em 10 vezes em relagdo a utilizada na figura
I11.13. Para a DOMmar, as figuras III.1 ¢ I11.13 mostram trés bandas
principais de picos de fluorescéncia: 329 nm + 2nm, 381 nm = 4 nm, 440
nm * 4 nm, e uma regiao préximo de 500 nm com varias bandas.

Dujmov et alii (1992) obtiveram espectro estruturalmente
semelhante, porém com um 8=27 nm, resultando em uma diferenca de
40 nm entre as suas bandas e as do presente trabalho. Os autores fazem
a identifica¢do dos picos e concluem que o primeiro corresponde a
sistemas compostos de 3 ou 4 anéis arom aticos, o segundo com 5 anéis
arométicos ¢ o terceiro com 7. A quarta e ultima regifo de pico, os
autores classificam como sendo material fluorescente recém formado.
Isto é corroborado pelo fato de que tanto a amostragem de Dujmov et alii
(1992) como a do presente trabalho foram feitas na primavera, época de
alto crescimento fitoplancténico.

E provéavel que v fluoréforo responsdvel pela emissdo em 566
nm esteja associado & ficoeritrina, um pigmento fotossintético de
natureza proteica presente em sua maioria em algas vermelhas e
cianoficeas no ambiente marinho (Yentsch, 1983). Sendo excitado em
565 nm, esta cromoproteina apresenta um maximo de emissao préximo
a 5% nm, e a DOMmar quando excitada em 560 nm teve seu m aximo de
emissdao em 585nm. A auséncia deste pigmento na matéria organica de
origem terrestre deixa portanto de ser uma su rpresa.

Investigando a fluorescéncia de DOM extraida com resinas
Sep-Pak C18, Coble et alii (1990) mostram evidéncias de que pelo menos
trés fluordforos estio presentes nas dguas do Mar Negro. Os autores
concluem que a fluorescéncia de DOM dc dguas superficiais esta
associada ao crescimento de organismos vivos.

O espectro de excitagcdo sincronizada para o AFC antes do
fracionamento cromatografico mostra duas regiies principais de picos:
381nm +4nm e 486 nm * 6 nm, que referem-se a primeira e segunda
classe de fluoréforos respectivamente. Na segunda classe vé-se ainda
duas insinuagdes de picos, que tornam-se evidentes na primeira fracao
cromatografica, como ilustra a figura IT1.14.

Investigando a fluorescéncia de substincias himicas de solo
atraves do espectro de excitagao convencional, Ghosh e Schnitzer (1980)
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concluem que independente da origem do cido filvico investigado
(diferentes ambientes geoligicos e pedoldgicos), todos exibiram uma
banda caracteristica préximo de 360 nm {primeira classe). Os autores
acreditam que estruturas fenélicas sejam responsaveis pela
fluorescéncia nas substancias himicas.

1.00 Nas

1o figuras II[.14 e
DOEVimur:?Dmgﬁf

'1 AFC=27mg /) 111.15 sda0 maos-
™ DOMor trados os es-
|

pectros de exci-

18 nm(UA.)

tacdo sincroni-

zada das fracdes
cromatograficas
1 e 2 respecti-
vamente. Para a
DOMmar, os es-
pectros sao se-
melhantes, mos-

Intensidade Fluorescéncia, &

trando as mes-
mas regides de

picos. Como a-

presentado na

secdo Il deste

Figura ll.13. Espectro de excitacdo sincronizada trabalho, croma-
para a DOMmar e AFC anfes do fracionamento
cromatogréfico.

Campriments de ancla {nm)

tograficamente

estas duas fra-
¢oes sdo eluidas na mesma polaridade, porém diferindo quanto ao
tempo de retencéo. Apesar da semclhanga em polaridade, os espectros
das fragies 1e 2 quando se considera o AFC sao totalmente diferentes; a
fracdo 1 aparece semclhante ao AFC antes do fracionamento,
mostrando as mesmas duas regides de picos, enquanto que a fragio 2
aprcsenta varias regides de picos distintas. Na fig. I11.14 pode-se ver
também que a fracao de maior polaridade para a amostra terrestre, que
corresponde a cerca de 70% do total da matéria organica, é
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representativa da amostra antes do fracionamento cromatografico,

porém o mesmo nédo pode ser afirmado para aquela de prigem

marinha.

Os espectros de excitagdo sincronizada para as fracies 3 e 4

podem ser vistos nas figuras IT1.16 e I11.17 respectivamente. Ambas

mostram que independente da origem da matéria organica, ie, quer

esta scja marinha ou terrestre, fluorimetricamente as fracdes 3 sio

semelhantes, assim como as fragies 4. Estes fluordforos estio
associados a compostos com polaridade de eluigio 9.86 - 9.80 para a

fragdo 3e 9.50- 9.37 para a 4.
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Figura lil. 14. Espectro de excitagdo sincronizada
para a fracéo cromatogréfica nimero 1 da
DO]Mmar e AFC. Polaridade da fracéo
1=10.11.

Isolado
na fracéo croma-
tografica 3, en-
contra-ge um
fluordéforo (ou
classe de fluo-
réforos) com
banda de absor-
¢do em 307 = 2
nm. A atribuigio
de emissao de
fluorescéncia em
A de alta fre-
quéncia i pro-
teinas foi feita
por Coble et alii
(1993).
Investigando as
propriedades de
fluorescéncia de
daguas mari-
nhas, 0s autores

classificam de

fluorescéncia tipo substincia humica quando a emissdo dd-se em
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comprimento de onda mais longo: 420 - 450 nm e fluorcscéncia tipo
proteina quando a emisséao da-se em comprimento de onda mais curto:
300 - 40 nm. A emissio do fluoréfore presente na fragao 3 dd-se em 325

nm, e partanto € provavel que seja de natureza protéica.

A figura T11.18 mustra o cspectro de excitagdo sincronizada

EZ
0.50 S
TCXC
DOMmar=12mg,/!
0.25

Inensickade Fluomesciencia, A=18 nm {LLA )

.00 1 1
200 400 200 S0

Cemprire nhe de anda (rmj

Figura HI.15. Espectro de excitacdo
sincronizada para a fracdo cromatogréfica
nimero 2 da DOMmar e AFC. Polaridade da
fracdo 2=10.11, difere da fracéo 1 pelo tempo
de retencdo.

para a fracio
cromatografica 5, a
de menor pola-
ridade. Neste caso,
as principais dife-
rencas sauv a pre-
senca de um flyo-
réforo(s) com banda
de absor¢ao em 317
nm * 2nm no AFC
e outro em 566 + 1
nm na DOMmar,
que pode ser vistu
também na figura
111.13. Quanto a
primeira classc de
fluoréforos, quanti-
tativamente a fluo-
rescéncia da fragao
cromatografica de
menor polaridade é
semelhante qual-
quer que seja a
origem da matéria
orginica (figura

III.11), porém qualitativamente o com portamento fluorimdétrico é

diverso. O fluoroforo excitavel proximo de 566 nm ¢ encontrado somente

na DOM de origem marinha.

Como pode ser visto nas figuras 111,13 a II1.18, vdrios foram
08 fluordforos encontrados. Alguns distribuem-se entre as diversas
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fragdes cromatograficas, ie, néo distingue a origem da matéria
orgénica, enquanto outros sio mais especificos, apareccndo ou no AFC
ou na DOMmar. E o caso dos fluoréforos com banda de absorgdo em 317
* 2 nm (fragdes cromatograficas 3 e 5, AFC), 405 = 1 nm (fragdo
cromatografica 5, AFC), 566 = 1 nm (fragio cromatografica 5,
DOMmar).

1 00 CLAE 3 Analisan-
do o espectro de

B ”mzorfmmgﬂ e}.ccitag:é"m sincro-
AFC=16mg /i nizada do AFC e

DOMmar antes do
fracionamento cro-
matogridfico (fig.
I11.13), é nitida a
0.50 diferenga cntre es-
tas duas categorias
de matéria orga-
nica, que Seria

natural atribuir as

Intensidode Fluoreselneia, A=18 nm [U.A.)

suas diferentes ori-

B “‘—“-.E?Mmr gens. Porém, como
0.00 , L e ilustra a figura
300 400 00 %00 I11.19 e IT1.20, tipos
Comprimanie de ancky nm) semclhantes de

Figura H1.16. Espectro de excitacdo fluoroforas estio

sincronizada para a fracdo cromatogréfica  presentes tanto no
nimero 3 da DOMmar e AFC. Polaridade da AFC como também

fracdo 3=9.80. na DOMmar, e
portanty independe da origem da matéria organica.

A menor diversidade aparente de fluoréforos visto na figura
ITI.19 ¢ o resultado da alta intensidade de emissdo das classes de
fluordforos com banda de absor¢do em 381 nm ¢ 48 nm no caso do AFC,
resultando em uma sobreposi¢ao dos outros fluoréforos (figura TI1.20).
Fluoréforos cujo sinal fluorimétrico foi menor do que 5% do total nao
foram incluidos nas figuras I[11.19e I11.20.
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Figura lll.17 Espectro de excitacdo sincronizada
para a fragdo cromatogréfica nimero 4 da
DOMmar e AFC. Polaridade da fracdo 4=9.50.

500

Comprimento de anca [nm)

do que as diferencas
entre os acidos
fulvicos 1isolados,
ainda que estes
sejam de diferentes
origens. Comao de-
monstrado em
Frimmel et alii
(1992)

sempre ter em

deve-se

mente gue qualquer etapa de isolamento de matéria organica pode
resultar em uma redugdo na diversidade de fluoréforos.

Nao pode ser descartada a hipitese da semelhanca

fluorimétrica entre a DOMmar ¢ o AFC ser devido a0 processo de
isolamento, comao referido em Frimmel et alii (1992). Contudo, uma
grande variedade de fluorsforos foi deteclada, ¢ o fracionamento
cromatogréfico permitiu assinalar algumas das diferencas existentes
entre a matéria orginica de origem terrestre e aquela de origem

marinha.
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Figura lll.18 Espectro de excitacdo sincronizada
para a fracdo cromatogréfica nimero 5 da
DOMmar e AFC. Polaridade da fracdo 5=8.60.
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Figura Hll.19. Intensidade de Fluorescéncia por unidade de
carbono orgénico para o AFC e DOMmar antes do
fracionamento cromatogréfico. Dados obtidos do espectro de
excitacdo sincronizada.
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Figura I1.20. Intensidade de fluorescéncia por unidade de carbono
orgdnico para o AFC e DOMmar apés o fracionamento cromatografico.

Os valores de intensidade representam a soma daqueles obtidos para
cada fracdo.
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O espectro de excitagdo sincronizada apresenta sensibilidade
e seletividade suficientes para ser utilizado na caracterizacio
fluorimétrica de matéria orgéinica de origem naturatl.

Uma das diferencas entre a matéria orgénica de origem
terrestre e aquela de origem marinha detectadas através do espectro de
emissdo convencional foi quantitativa. Além disso, foi registrado um
deslocamento para v azul no comprimento de onda de m4axima emissao
da matéria orginica dissolvida marinha em relagéo a terrestre.

O espectro de excitagdo sincronizada mostrou diferencas
qualitativas, ie, que alguns fluordforos séo especificos: Aex/Aem 566/584
nm (DOMmar), Aex/Aem 405/423 nm (AFC), Aex/hAem 317/335 nm
(AFC), cnquanto a maioria detectada cstd presente na matéria organica
independente de sua origem.
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Virios estudos ttm mostrado que a matéria organica natural forma
complexos estdveis com fons metdlicos (Jardim e Allen, 1984, Sposito,
1986), ¢ que a maior parte do cobre presente na dgua do mar encontra-se
soba forma de complexo organico (Mills et alii, 1982). Segundo Sunda ¢
Hanson (1987), cerca de 99.8 a 99.9% do total de cobre dissolvido é
encontrado como complexo organico, e somente 0s outros 0.03 a 2% 6
que aparecem como espécies inorganicas.

Atluando sobre a solubilidade de fons metalicos, a
complexacdo aumenta a concentracdo total da espécie dissolvida, de
modo que a concentracfio de metal soldvel pode ser considerada como
sendo o resultado da soma da concentracdo de metal livre e da
concentracéo de todos seus complexos (Holm e Barcelona, 1988). Como a
mobilidade de um ion metdlico & funcdo de sua solubilidade, a
complexacdo pode aumentar o transporte de metais toxicos no
ambiente. Além disso, a complexacio pode influenciar a transformagio
dos metais através da alteragio na disponibilidade de metais téxicos
e/ou essenciais aos microorganismos (Sunda et alii, 1984; Holm e
Curtiss, 1990).

O grau de interacéo entre o metal e a matéria organica em
ambientes naturais, é, segundo Mantoura et alij (1978), controlado por
fatores como a constante de estabilidade condicional (forga de
associagdo entre a matéria orgénica e o metal) e concentracio de
ligante.

O valor da constante de estabilidade condicional (K') e da
concentragao da(s) ligante(s) (CL) podem ser obtidas através de técnicas
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gue sejam capazes de distinguir entre o ligante complexado e v ligante
livre, ou entdo através da quantificagio do metal livre (Saar ¢ Weber,
1980}

A fluorescéncia, propriedade natural dos materiais organicos
como dcidos humicos e félvicos, é uma téenica que pode ser utilizada
para obten¢ao dos pardmetros que descrevem a complexacdo (K e CL).
Uma diminuig¢do do sinal fluorimétrico é observada & medida que a
matéria orginica se liga ao cobre (extingdo de fluorescéncia). As
vantagens desta técnica sfio varias: quantifica diretamente a matéria
orgénica livre, pode ser utilizada em concentragdes naturais (De Souza
Sierra, 1992), pois é sensivel a baixas concentragies de matéria
orginica (Cabaniss ¢ Shuman, 1988a), além de ser facilmente utilizavel
em matrizes complexas tais como a dgua domar.

O critério de deteccdio da extingédo de fluorescéncia &
determinado pela alteragdo minima na fluorescéncia observivel apis a
adicdo de metal, que por sua vez depende da sensibilidade e
reprodutibilidade do espectrofluorometro (Holm e Curtiss, 1988).

Devido & alta complexidade da matéria orgéanica natural, os
valores de constante de estabilidade condicional e concentracao de
ligante sdo provavelmente valores médios dos ligantes dominantes.
Neste sentido, o fracionamento da matéria organica tem por ohjetivo
caracterizar e agrupar os ligantes, tornando cada parcela mais
homogénea.

A maior parte dos estudos de complexacdo de metal em
fragbes da matéria organica investigam a distribui¢do quantitativa do
metal nas diversas fragdes, principalmente quando baseadas em
diferencas dc polaridade (Lee, 1981: Hanson e Quinn, 1983; Mackey,
1985; Zhou e Wangersky, 1989). A informacio obtida com tais estudos g,
porém, limitada quanto a forga de associagio entre matéria orgénica e
metal, e concentragdo de ligante. Sao poucos os estudos que descrevem a
cincética de formagédo do com plexo matéria organica-metal para fracoes
da matéria orgénica, apesar de neste casu, informacdes mais
detalhadas serem obtidas (Plavsic e Branica, 1986).

Um dos problemas enfrentados pela técnica de extingdo de
fluorescéncia ¢ a andlise matematica dos dados experimentais, cujo
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objetivo ¢ a obtengio da constante de estabilidade condicional e
concentracio de ligante. Dentre os modelos matem aticos encontrados
na literatura, estd aquele proposto por Ryan e Weber (1982a). Porém este
modelo fornece, em alguns casos, valores irreais de concentracdio de
ligante. Problema semelhante foi verificado por Holm (comunicacao
pessoal), que sugeriu o desenvolvimento de um modelo com pelo menos
dois ligantes. Entao, a partir do modelo original de Ryan e Weber (1982a)
¢ com o auxilio do Prof. César R. de Oliveira (Depto. de Matem4tica,
Universidade Federal de Sio Carlos, Brasil), foi desenvolvido um
modelo para n-ligantes, que aplicado aos dados experimentais do
presente trabalho forneceu valores coerentes de concentracdo de
ligante, valores estes que estdo de acordo com outros da literatura.

Nesta segdo, a DOMmar e o AFC, assim como suas
respectivas fragdes cromatogréficas foram caracterizadas em relacéao
as suas propriedades de complexagdo com cobre.
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A especiacfio de um ion metdlico em dguas naturais é funcio da
concentracio do metal, da nalureza e concentracéo dos ligantes
orgdnicos e inorganicos, das interacdes do complexo formado com
outros metais ¢ higantes, bem como do pH, o qual controla tndas as
chamadas interag¢des secunddrias envolvendo metais e ligantes (Holm,
1988; Perdue, 1989). A grande fra¢do dos compostos organicos em aguas
naturais € formada por substidncias himicas, onde 0s componentes
individuais sdo desconhecidos e cuja estrutura, até o presente
momento, encontra-se descrita de mancira incompleta. Segundo
Perdue (1989) nao ¢é possivel uma descrigdo completa das reagoes
concorrentes de uma mistura de ligantes cujos componentcs
individuais sédo desconhecidos. Esta mistura desconhecida de muitos
compostos, definida por Buffle (1988) como ‘estrutura detrital
dindmica’, é fluorescente e apresenta propriedades complexantes em
dguas naturais.

Medidas de extingdo de fluorescéncia sio baseadas no fato de
que metais paramagnéticos, tais como o cobre, ao se ligarem ou
simplesmente interagirem de algum modo com a molécula de
substidncia organica de origem natural causam uma reducido no sinal
fluorimétrico por ela emitido originalmente. Sabe-se que um metal
paramagnético apresenta spins nao parcados em sua configuracgao
eletronica, gerando assim um campo magnético (Chang, 1981). A
aproxima¢éo de um metal paramagnético a uma molécula pode
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resultar em uma alterag¢do na conformacdo desta, ¢ qualquer alteracao
molecular pode, por sua vez, causar uma modificacdo na fluorescéncia
emitida. Portanto a queda do sinal fluorimétrico pode ou nao ser o
resultado da ligacao do fon metdlico com um ligante fluorescente
especifico. Além disso, o metal paramagnético pode levar a um
aumento em processos que competem com a fluorescéncia.

‘ A extin¢éo da fluorescéncia em titulagdes complexométricas
quantifica a fracéo livre da substidncia orgéanica, ie, a parte ndo ligada
ao metal. Quando aplicada a modelos matemdticos adequados, a
variagdo do sinal fluorimétrico durante a titulagio dc uma amostra
com um fon metdlico, possibilita a obten¢éio de constante de estabilidade
eondicional (K') e concentragio do ligante (CL). Dos m étodos disponiveis
para estudos de complexag¢do em ambientes marinhos e estuarinos,
extingdo da fluorescéncia encontra-se dentro daqueles que causam
menor perturbacgéo ao sistema.

A modelagem dos dados experimentais da substincia
orgénica de origem natural sofre porém diversas dificuldades, ¢ duas
parecem ser as causas principais:

a. Auséncia de informagdes. Até o presente momento nio h4
informacéo quanto & estrutura molecular da substincia organica de
origem natural; conhecem-se apenas alguns dos seus grupos
funcionais reativos com prétons, tais como grupos carboxila, fendlico,
quinona, carboxila cetdnica, e segundo Perdue (1989), amino e sulfidrila
em menor quantidade

b. Alteragdo da estequiometria que descreve as constantes de
complexagdo durante o processo de titulagao, i.e,, conforme passa-se de
baixa para alta concentracdo de metal no meio. Com 1sto, segundo
Ventry et alii (1991), pode-se passar de uma relagdo 1:1 do complexo
metal/ligante no inicio da titulagdo para 2:1 em situacdes de término de
titulacéo.

As reagies entre um ion metalico M, e um ligante organico L,
que se combina com M para formar o complexo ML, pode ser descrita
de acordo com a concentracéo das virias espécies segundo a equacéo de
acfo das massas (1) e de balanco de massas, (3) e (4) (omitindo-se as
cargas por simplificacio).
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M+L S ML (1)
_AMLY (2)
[MIIL]
CL=I{ML]+[L] (3)
CM=[ML]+(M] (4)

[M] ¢ [L] referem-se a concentragao das formas livres ou nio
combinadas de M e L, respectivamente,

[ML] refere-se a concentragao do complexo formado e,

K’ ¢ a constante de estabilidade condicional

A hipitese normalmente assumida ao utilizar a técnica de
extingdo de fluorescéncia para obtencido de informagoes quanto a
complexagdo de um ion metdlico com a substincia arganica €

IML|=B(160 -1y; (5)

B ¢ uma constante de proporcionalidade, unde para cada par metal-
ligante formado, uma diminuigdo equivalente ocorre no sinal
fluorimétrico,

I ¢ a intensidade de fluorescéncia em cada ponto da curva de titulacao
com plexomdétrica.

Olimitc minimo de fluorescéncia (IML), que € a Muorescéncia
ou do complexo formado ¢/ou da substincia orgéanica livre, é o caso
extremo onde ha a saturagéo de metal no meio, ¢ onde pode-se assumir
que os ligantes disponiveis tenham sido preenchidos pelo metal. Nesta
situa¢io tem-se que a concentracdo de ligante {CL] é proporcional a
tudo que deixou de fluorescer, e, Q max. = (100 - Ipp). Foram estas
ideias que levaram Ryan e Weber (1982a) a derivarem a expressao (6
que relaciona a intensidade de fluorescéncia, quantificada durante o
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processo de lilulagao complexométrica, com a fracdo de ligante
com plexado ao metal paramagnético, no caso cobre.

Considerando complexag¢do com um tnico ligante, tem-se

[ML] BUo0o-I) 100 -1
CL  B100-Ty,.) 100 -1y,

(6)

Relacionando esta equagdo com a de balango de massas (3) e (4), Ryan e
Weber (1982a) obtiveram a equacgéio (7).

I=!—3LKT—§—?£"\_(K'CL+K'CM+ 1) (K CL+K'CM + 1> —4K”? CLCM |+ 100

(7

A equacgdo (7) descreve a curva de titulagiao complexom étrica obtida
através de extingéo de fluorescéncia e foi utilizada em Ventry et alii
(1991) para o ajuste de curva (1:1, metal/ligante) e consequente obtengéo
da constante de estabilidade condicional e concentragio de ligante para
acido falvico terrestre. A figura 1V 2a (pdgina 98) ilustra uma curva de
titulagao para o AFC (0 mesmo material utilizado em Ventry et alii
(1991)) e seu ajuste segundo a equagdo (7).

A equagio (7) quando aplicada aos dados de matéria organica
dissolvida marinha ¢ ao 4cido falvico de Conway apds o tratamento com
a resina Sep-Pak tC18 resullou em valores de CL negativos. Este fato
parece ser comum com modelos matematicos que incluem apenas um
sitio de complexagio (1:1). Resultados scmelhantes, ie. valores
negativos, para a concentragido de ligante, foram obtidos por Holm
(1988). Scgundo este autor (comunicacio pessoal), o problema de
concentragdo de ligantes negativos pode ser evitado através da inclusio
de dois, ou mais, ligantes no modelo. Assim, como apresentado em de
Oliveira et alii (1995) (ver apéndice), foi desenvolvido um modelo com
multiplos ligantes derivado daquele originalmente proposto por Ryan e
Weber (1982a) para apenas um ligante.

Para cste modelo 0s parametros de inleresse basico séo as i
concentragoes de ligantes CLj, e as corrcspondentes constantes de
estabilidade condicional para determinadas condigdes experimentais.
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ML e N (8)
TIMIL]

sendo N o numero de diferentes ligantes, [M] a concentracan de metal
livre, [Lj] a concentracio do i-ésimo higante ndao com plexado, ¢ [ML;] a
concentracfo de metal ligado ao i-ésimo ligante.

O balango de massa € entao dado por

l\r

CM=(M]+ 2 ML, (9)
1=1

CL, =[L;)+[ML;] (10

sendo CM a concentracfio total de metal e CLj a concentragdo total de
ligantes.

Combinando as equacgdes (8) e (10), obtem -se

MK, CL,

IML;J= 1+IMIK,

(11)

A hipdtese fundamental resultante assumida é que a
eficiéncia quéantica independe do ligante, i.e., é igual para gualquer
ligante e varia linearmente com a complexagio. No caso de titulacao de
acido falvico com Cu (I1), foi demonstrado por Cabaniss e Shuman
(1986) e, Saar ¢ Weber (1980) que a eficiéncia quintica varia linearmente
com concentragies de metal até 3-105 M. Assim

> ML} -B(100- Y1) | (12)
1

ML (100-219
— = ‘ (13)
YCL; 100 -Iyy,

Considerando entdo a hipdtese fundamental, tem-se

—R7_
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N
100 -1 21’=1[ML1']

7100 Ty, oW (14)
ML 21-, L
Da equagao (9) vem que
N N
[M]=CM - IMLi]=CM-% ) CL, (15)

Substituindo a expressao (15) na equacéo (11) e ap6s algumas
manipulagdes, a equagio principal é obtida

. CM XN K';CL,
x=lgm—— - ) (16)
> CL; 211+K'j CM-x S CL)

Para Nz1, esta equacdo se reduz ao modelo originalmente
Proposto por Ryan e Weber (1982a), i.e., a expressio de ajuste de curva
(7).

A equagio principal modela a curva de titulacsio de metal em
termos da concentracdo de ligante complexado em funcio das
constantes de estabilidade condicional e concentracio de ligante.
Partindo dos pontog experimentais de intensidade de fluorescéncia (I) e
concentragdo total de metal (CM) estima-se og melhores K'j e CL; a
partir da equagao (16). .

Para N=1, os parametros K'1e CL; podem ser calculados por
ajuste de curva através de m étodos padraes de regressao nio-linear.
Observe que para N>2, tom-ge uma fune¢io implicita de % e como a
relagdo funcional torna-se relativamente complicada, os métndos
numéricos padrdes (Press et alti, 1988) mostram-se insatisfatirios para
estimar os pardmetros de interesse. Um procedimento alternativo para
estima-los, o qual aproveita diretamente a velocidade de caleulo dos
atuais micro com putadores, é descrito a seguir.
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Com a curva de titulacdo, tem-se os valores de CM e L. Aplica-
se entdo um ajuste de curva nao-linear para N=1, utilizando-se a
equacao (7), re., aquela descrita por Ryan e Weber (1982a) para a
oblengéo dos valores de Imy, e x. Considerc a funcao

CM N Kr- CIJ
G(CM,y)=ly - (—=—— —%)( L

_ : yIan
2ioiCL T LK (oMo 3N CL.)

(Ixl=x se x20 ¢ -x se x<0).Se v éonumero de pares experimentais,
dados por (CM,,,% ,},m=1,2,...,v, os valores de K'j e CL; sdo estimados

como sendo aqueles tais que a fungéo erro

E(K,CL)= ¥ G{CMp,xm) (18)

m=1

atinge o seu minimo. O caso ideal é certamente E = 0.

Uma amplitude de valores de K'j e CL; ¢ fixada ¢ um valor
arbitrario pertencente a esta amplitude é cscolhido por exemplo K';, 0 e
CLi,0,1=1,2 _N, ¢ ovalor da funcdo E nos pontos escolhidos &
calculado [E (K';, 0, CL;j, o). Entao, aleatoriamente, um outro ponto
pertencente 4 amplitude de valores de K, 0eCLj 0,i=1,2 _N, ¢
escolhido, por exemplo K i, 1e CLj, 1, ¢ a funcdo E é novamente
calculada e comparada com a anterior. O par K'j e CL;j que apresentar
a maior fung¢io erro serd entio descartado. Este procedimento é
repetido virias vezes, e entio a amplitude original de K'j e CL; 6
alterada, de modo que cerca-se o valor de K'i e CLj que apresente o
menor erro. Apés um nimero suficientemente grande de iteracdes,
uma boa aproximacio dos melhores valores de K'; e CL; deveri ser
encontrada.

Com o0s candidatos K'; e CL; cuja fungdo erro apresente o
menor valor, sdo feitos varios graficos. Neste, E & lancado em funcao de
K'i, ¢ verifica-se graficamente se o ponto minimo é encontrado. E é
também lancado em fun¢do de CLj, e entdo o melhor par K'; e CL; é
finalmente definido. Nesta ctapa final, os valores de K; e CI.; que nao
estdn em processo de verificagdo sao mantidos fixos. Este processo de
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verificagdo deve ser feito para cada K'; e CL; encontrado. Se o modelo foi
realizado para o calculo de trés ligantes, entio 6 gréficos de verificacio
do ponto minimo serdo realizados, se foram dois ligantes, somente 4
destes pgraficos seriao necessarios.

Com a inlencéo de testar v método, uma mesma amostra foi
analisada através dos dois procedim entos, i.e., por regressio niao-linear
e o método descrito acima para N=1. Deste modo os valores de K e CL
considerando somente um ligante devem ser os mesmos. De fato, os
valores encontrados reproduziram aqueles obtidos por rotinas padrdes
para ajustes niio-lineares.

Além disso, o teste descrito acima permitiu comparar as
condigdies nas quais foram realizadas os experimentos, pois a amostra
utilizada (AFC) é o mesmo material utilizado em Ventry et alii (1991).
Os valores encontrados no presente trabalho para um sitio sdo muito
proximos aos de Ventry et alii (1991). Os autores obtiveram log K' de 5,23
+ 0,17 e log CL de -4,79 = 1,20 para uma solu¢io de AFC titulada com
cobre, enquanto que os obtidos pelo procedimento aqui proposto

forneceram os valores de 5,51 + 0,12 paralog K' e -4,74 + 0,07 para log
CL.
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As titulacdes complexométricas foram feitas com trés materais
organicos. Acido filvico de Conway (AFC) fornecido pelo prof. J. Weber
da universidade de New Hampshire, EU.A. (detalhes do processo de
purificacdo e extragdo podem ser encontrados em Wceher e Wilson,
1975), matéria organica dissolvida marinha (DOMmar) extraida
através de colunas Sep-Pak tC18 cujo procedimento encontra-se descrito
na secdo I deste trabalho, e substincia himica comereial, SH, (Fluka
Chemie, Suica, lote. No. 35069989) sem prévia purificagao.

As titulacoes foram feitas com o fon cobre. Uma solucgao
concentrada (102 M) foi preparada a partir de Cu(NOsg), (BDH Litd.,
Inglaterra) em dgua Milli-Q e o pH ajustado para 4. A partir desta
solugdo foram feitas as de concentracdes mais baixas (10%M a 105 M) e
filtradas através de filtros de membrana (acetato de celulose)
(Sartorius) com 0.45 um de didmetro de poro, para utilizacdo diaria.

As titulagdes foram feitas em pH 7.00 + 0.05, com HEPES
(dcido N-Z-hidroxietilpiperazina-N’-2-ctanosulfonico, ultra-puro, Fluka
Chemie) em concentragio 10-2M como agente tam ponante. A utilizacao
deste tam pao foi sugerida por Ventry ct alii (1991) para experimentos de
extingdo de fluorescéncia. Além disso, Good et alii (1966) mostrou que
HEPES tem uma baixa afinidade por cobre. A escolha de pH 7.00 foi
baseada no fato de que a reagao entre um fon metalico e um ligante é
em geral favorecida em valores intermediarios de pH, onde a hidrdlise
do metal bem como a protonacio do ligante sdo minimizadas {Perdue,
1983). Quando necessario, o pH era ajustado com solugdes diluidas e
previamente filtradas de NaOH (Carlo Erba) ou HC] (Merck). O pH foi
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monitorado com o auxilio de um pHmetro, pHMS82 - Radiometer
{Copenhagen).

Para a definigao das condigdes experimentais foi utilizada a
substdncia humica, SH, e a obten¢éio dos valores de K e CL foi feita a
partir do modelo que prevé a complexacdo com dois ligantes.

Espalhamento de luz foi seguido através de medidas de
Rayleigh a 450 nm de comprimento de onda de excitacdo. Quando o
valor do espalhamento atingiu o dobro do valor inicial {espalhamento
sem a adi¢do de metal), como sugerido por Ryan e Weber (1982a), foi
assumido que precipitagdo ou formacio de agregados havia comecado.
Assim, qualquer valor de fluorescéncia onde as concentracoes de metal
eram equivalentes ao espathamento duplicado ou maior, ndo foram
utilizadas para os cdlculos.

Um spectrofluorémetro Jasco mod. FP 770 (Japéao), foi usado
para as medidas de fluorescéncia. O comprimento de onda de excitacio
foi de 350 nm ¢ a emissio registrada em 450 nm para a SH e scido
falvico, e 440 nm para a DOMmar. Os monocromadores de excitacdo e
emissdo foram ajustados para 5e 10 nm respectivamente. Todas as
outras condigdes de espectrofluorémetro encontram-se descritas na
segdo II1.2 deste trabalho.

Um estudo de correlagéo tem por objetivo avaliar a presenca
ou auséncia de uma relacio linear entre duas varigveis (Zar, 1984).
Mesmo que haja a relagdo, néo ha, necessariamente, uma relacio de
dependéncia entre as duas varidveis. Assim, o estudo nos fornece
indicios de com portamento, sendo de grande valia quando da
investigacio de diversas varidaveis, conhecido entio por estudo de
corrclagdo multipla.

O efeito da concentracio de HEPES nas caracteristicas de
complexagdo, i.c., constante de estabilidade condicional e concentracio
de ligante, foi avaliado através do estudo de correlagdo muiltipla para
trés concentragtes do tampao: 103 M, 10-2 M, 10-1 M. Estes resultados
840 mostrados na tabela IV I,

A correlacfo inversa entre a concentracdo de HEPES e o
quanto a SH deixou de fluorescer, i.e., 100-Iy1, (Q mdx.) é significativa,
assim como a concentra¢ido de HEPES e a concentracdo de ligante

-92



Caracierizagdo ¢ complexagao MO natural
Instituto de Quimica - UNICAMP

Complexacau com cobre

(CL2). O estudo nos mostra que apesar do tampéo contribuir com o valor
da concentragio de um dos ligantes (CL2), ele nao exerce influéncia
detectavel nos valores de qualquer uma das constantes de cstabilidade
condicional (K'1 e K'2). A relacao entre o quanto a SH deixou de
fluorescer com log K'2, ¢ log CL2 sugerc que entre os dois sitios de
complexagdo existentes no modelo, apenas um dcles parece estar

diretamente associado com as medidas de extin céo de fluorescéncia.

Tabela IV 1. Correlagdo muiiltipla mostrando o efeito da concen tracdo de
HEPES na complexagio de substdncia hiimica com ercial. Condigdes
experimentais: concentragdo de SH = 10 mg-I-L, TOC = 3.0 m gL
concentragdo KCI = 1002 M.

[HEPES]| Q max. logK'l | logK'2 | log CL1 log CL2
|[HEPES] 1 .
Q@ maidx. -0.904 1
logK'1 ! 0453 | 0791 1
g K'2 1 -0.648 0.910 -0.973 1
log CL1 | -0.680 0.302 0.345 -0.120 1
log CL2 | 0.958 -0.989 0.690 -0.838 -0.441 1

Nestas titulagdes, a forca idnica das solugdes foi ajustada
para 0,015 M com KCI (Suprapur, Mercek, Alemanha), exceto quando
especificado. O efeito da concentracdo de KCIl nas caracteristicas de
complexagdo pode ser visto através dos resultados apresentados na
tabela IV II. As concentragdes de KCI utilizadas foram: 101 M,102M e
nenhuma adigao de KCI.

Analisando a tabela IV .IT vé-ge que a concentracio de KCI
apresenta uma alta correlacdo com viarios dos parametros de
complexacgaon. KCI foi utilizado para ajuste da for¢a idnica, pois j4
encontrava-se presente nas fragides crom atograficas, uma vez que faz
parte da fase movel (segao I1.2). O coeficiente de correlacfo negativo
entre a concentracéo de KCI com o quanto a SH deixou de fluorescer e
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com K'2, mostra a provdvel atuacao do cloreto como agente competidor
com sitios de com plexacdo na matéria organica natural, com petindo
com esta pelos fons Cu(IT). A concentragdo de KCl teve também sen
efeito sobre a concentragio de ligantes (CL1) e sobre a forca de interacio
entre a MO e o metal cobre (K 1). Estd portanto clara, a necessidade de
padronizagio da forga ifnica para uma comparacgio entre os resultados
deste trabalho e aqueles da literatura.

Tabela IV I1. Correlacio m iltipla mostrando o efeito da concen tracdo
de KCI na complexagio de substancia himica comercial. Condigdes
experimentais: concentragdo de SH = 10 m gL, TOC = 3.0mg-I,
concentracdo HEPES = 10-2M.

[KCl] | Qmidx. | logK'1 log K'2 | log CL1 { log CL2
[KCI} 1
Q mdx. -0.971 1
logK'l | 0943 | -0836 1
log K'2 -0.986 0.997 -0.876 1
. log CL1 0.939 -0.830 1 -0.871 1
log CL2 0.814 -0.651 0.961 -0.701 0.964 1

Ainda com o intuito de definir as condigdes experim entais,
foram feitos experimentos considerando a modalidade de titulacao,
entre tipo continua, onde as adi¢bes de metal sio feitas de modo
sucessivo cm uma mesma cela titulom étrica, até o tdrmino da titulacéo,
e do tipo discreta, onde h4 uma cela titulom étrica para cada adigdo de
metal. Confirmando os resultados de Ventry et alii (1991), ndo foram
obtidas diferencas significativas entre as duas modalidades. Por
questao de simplicidade, foi entio escolhido o tipo continua para a
realizacio dos presentes experimentos.

O tempo de equilibrio da rea¢ao entre o metal e a substincia
organica foi também avaliado. Para isto, uma adicdo de metal

resultando em concentracdo final de 30106 M foj feita na cela
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titulom étrica e a fluorescéncia verificada. Foi obtido que apds cerca de
trés minutos, a resposta fluorimétrica apresentava-se constante, A
figura IV.1. mostra estes resultados.

As medidas de extincdo de fluorescéncia nas diversas
amostras, oriundas ou ndo, da separag¢fio cromatografica foram
realizadas apds avaliacéo de carbono organico total. Este teve por
finalidade deixar as concentragies de carbono organico constante nas
diversas amustras. Esta concentragio oscilou entre 5 e 10 mgl-l
dependendo da fluorescéncia de cada amostra. Deste modo as condigoes
do fluorémetro foram mantidas constantes. A concentracéo de carbono
orginico total foi medida pelo método de combustdo catalitica em altas
tem peraturas com detecgdo através de infravermelho (Dorhamann NC-
190).

( processo cromatogrédfico utilizado para o fracionamento da
substincia organica a ser analisada para extinc¢éo de fluorescéncia &
uma modificagdo daquele descrito em Tombardi, et alii (1992) (ver
apéndice). A modificagdo constou da utilizagdo de uma solugéo KCl (4 x
10M, pH 7.00) & qual foi acrescentado 2% de acetonitrila como um dos
solventes da fase mdavel. Detalhes do procedimento podem ser
encontrados na secdo I1.2.

O procedimento de limpeza do material de laboratério
(polipropileno, polietileno, Teflon® ou quartzo) era de lavagem com
acido (HNQg 3M), e depois deixados em imersio em solugdo de HNQO;,
0,8M até o momento de uso. Todo 0 material era enxaguado com agua
Milli-Q imediatamente antes de ser utilizado. Entre uma titulacao e
outra, as cuvetas de quartzo eram primciramente enxaguadas com
aleool etilico (BDH Ltd. Poole, Inglaterra) e dgua Milli-Q para remocao
da matéria orgdnica, e posteriormentc com HNQO3 6M (15 minutos
iniciais e depois mais 5 minutos com nova solugdo) para remocdo de
metal. Este procedimento foi visto suficiente para a remaocio de

qualquer traco de matéria organica e metal possivel de ser detectado
através de fluorescéncia.
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Figura IV.1. Porcentagem da intensidade de fluorescéncia em fungdo do
tempo apds odicdo de metal na cela titulométrica. Tempo zero equivale a

fluorescéncia inicial {sem adigdo de metal.

As seguintes condigdes experimentais foram definidas para
as titulac¢des: forga ibnica = 1,510-2M, concentracio de HEPES = 10-2 M,
pH 7,00 * 0,05, tem po de equilibrio = 3a 5 minutos apos adigdo de metal.
Todo o material era filtrado em filtros de acetato de celulose (Sartorius)
com 0,22 nm de didmetro de poro imediatamente antes do inicio de cada

titulacio.
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As curvas de titulagdo sio mostradas nas figuras IV.2 ¢ IV .3 para as
substidncias orgénicas de origem marinha e terrestre respectivamente.
Observa-se que os valores de IpMp, sdo em geral mais altos para as
amostras marinhas, o que pode estar associado ao fato de que, segundo
Milne e Zika (1989), h4 fluoréforos na DOMmar que sfo inacessiveis
complexacdo com o cubre.

O modeclo para ajuste de curva com apenas um ligante
apresentado em Ventry et alii (1991), apesar de descrever os resultados
experimentais, fornece, em alguns casos, valores irreais de CL, ie.,
negativos, como ja mencionado anteriormente (secio IV.2). Portantn
apenas com finalidade ilustrativa, este modelo foi utilizado para
descrever a curva de titulagdic do AFC antes do tratamento através da
resina Sep-Pak tC18. Os valores de constante de estabilidade condicional
foram cbtidos com a simulacéo que descreve a complexagio de metal
com dois e/ou trés ligantes.

Para o AFC, substincia organica ja purificada, e com baixo
limite de fluorescéncia (Iy]), a titulacdo foi feita com cerca de 14
pontos, quantidade suficiente de pontos para a determinacio de K'1,
CL1,K'2,CL2,K'3, CL3, 0s 6 parametros que descrevem a com plexacio,
enquanto que no caso da DOMmar, as titulagdes incluiram cerca de 8
pontos. Esta diferenga em nimero de pontos, ou seja, nas varias
concentragies de metal adicionado é resultado dos altos valores de Iy,
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obtidos com a DOMmar, como pode ser observado nas figuras TV.2. e
Iv.3.
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Figura IV.2. Curvas de titulagdo obtidas através de extingdo de

fluorescéncia para o écido filvico de Conway (AFC). Cada simbolo
representa uma réplica.
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Figura IV.3. Curvas de titulagdo obtidas afravés de extincdo de

fluorescéncia para a matéria or
Cada simbolo representa uma rép

iénica dissolvida marinha (DOMmar),
ica.

Para a determinagédo de 6 parametros s&o necessirios umn
minimo de 12 pontos. Um baixo nimers de pontos tem como
consequéncia uma funcgao erro nfo bem determinada. Tem-se, por
exemplo, que uma variagdo de 106 a 1020 no valor de um dos K' resulta
em uma variacfio muito pequena da fungédo erro, ie., apenas na terceira

ye's
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casa decimal. Portanto, o valor de K' pode nfo ser corretamente
determinado. Além disso, dois dos valores de K' e dois dos valores de CIL
obtidos quando realizada a simulagio com 3 ligantes para a DOMmar
foram equivalentes aqueles obtidos com dois ligantes, e um terceiro K e
CL diversos, ¢ neste caso o valor de CL foi da ordem de 108 - 10-11 M.
Devido a estas incertezas, as amostras marinhas foram analisadas
apenas para dois ligantes, enquanto que 0 AFC para dois e tres ligantes.

A partir das analises das curvas de litulagao, foram obtidas
as tabelas de correlagao multipla para a DOMmar e AFC (Tabela
IV.III e IV.IV respectivamente). Os valores apresentados sio os
coeficientes de correlagio, e aqueles em negrito sio estatisticamente
significativos considerando um nivel de confian¢ga de 90%. Como
anteriormente mencionado, o estudo estatistico de correlagdio multipla
tem por finalidade detectar possiveis tendéncias entre as diversas
variaveis.

Tabela IV.III. Correlagdo miltipla para a DOMmar. Caracteristicas
envolvidas no estudo: Polaridade (Polar.), tem po de eluigdo
cromatografico (Tr), intensidade de emissao de fluorescéncia para a

primeira (Aex 350) e segunda (hex 450) classe de flu oroforos,

porcentagem da mdxima exting4o de fluorescéncia (Q max. = 100-IM1)
e as constantes de complexacgao (I;{(;;T, K'2, CL1, CL2), apresentadas em
Polar. [ K'1 K2 CL1 iCL2 i{Xex 3580 2ex450 | Tr
K1 0131 ;1
K2 -0.364 10558 |1
CL1 |-0.569 |-0.681 |-0.697 |1
CL2 10178 :-0.770 | -0956 {0.723 |1
Aex3501-0.578 1-0.743 1 0.117 | 0.140 0179 i1
Aex4501-0.715 |-0.358 | 0.298 |-0.392 |-0.084 | 0.776 1
Tr -0.958 :-0.349 1 0.286 |-0.422 |-0.048 | 0.766 0.859 1

Qmax. 0.580 {-0.711 {-0.782 {0.898 ! 0811 :0.157 -0.159 -0.370

— 100 —
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Tabela IV.IV. Correlagdo muiltipla para o AFC. Caracteristicas
envolvidas no estudo: polaridade (Polar.), tem po de eluigdo
cromatogréfico (Tr), intensidade de emissao de fluorescéncia para a
primeira (Aex 350) e segunda (hex 450) classe de {1 uordforos,
porcentagem da mdxima extingdo de fluorescéncia Q@ max. = 100-TML)
¢ as constantes de complexacdo(K'1, K2, CL1, CL2), apresentadas em

log.

Polar. |1K'1 K2 CL1 {CL2 :%ex350 |[iex450 | Ty

K1 0275 11

K2 -0.461 | -0.801 ; 1

CL1 _ 1-0418 |-0.154 | -0.474 | 1
CL2 0102 |0432 |-0.832 |0.854 |1

Mex 3501 0.836 | 0.679 |-0.870 | 0.031 0541 11

Aex 450 0.687 |-0.074 | -0.491 | 0.281 0.562 | 0.640 1
Tr -0.949 1-0.495 1 0.718 |0.154 |-0.381 i -0.965 -0.721 1

Qmdx|0.861 |0.646 |-0.846 |-0.001 | 0517 0.999 0.662 -0.977

Analisando as tabelas acima, torna-se claro a forte correlacéo
pusitiva entre 0 Q max. e a emissio de fluorescéncia da primeira classc
de fluoréforos (Aex 350). Isto pode significar que o higante preferencial
para cobre esteja associado com esta classe de furéforoes, fato que nao é
observado ao se considerar a DOMm ar. Deste modo justifica a razio
pela quatl algpumas amostras, quando submetidas 3 analise por extingao
de fluorescéncia apresentam um alto limite minimo de fluorescéncia
(ImL), causando sérias dificuldades para o tratamento matem 4tico dog
dados.

Holm e Barcelona (1988), em uma investigacao sobre as
propriedades de complexacio de dguas subterrineas através de
extingdo de fluorescéncia, obtiveram um limite de fluorescéncia de até
80 - 90%, o que segundo Holm (com unicagao pessoal), torna muito dificil
o tratamento dos dados. A correlagdo entre Q mix. ¢ Aex 350 confirma
também as observagdes de Cabaniss e Shum an (1986) de que ligantes
fendlicos, do tipo salicilico, estdo envolvidos na complexacio de cobre
com matéria organica dissolvida. Observacédo semclhante foi feita por
Ghosh e Schnitzer (1981), que acreditam que grupos de fluordforos
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estejam envolvidos na complexagido de cobre com matéria organica de
origem terrestre.

A correlacdo inversa entre tempo de elui¢éo cromatografico
(Tr) ¢ Q max. foi obtida somente para o AFC. Este resultado mostra
uma tendéncia de diminui¢do dos ligantes fluorescentes com o
aumento do tempo de eluigdo cromatografico, i.e.,, com a diminuigéo da
polaridade. Esta corrclagio, associada aquela obtida entre Tr e hex 350
(emissdo de fluorescéncia para a primceira familia de fluoroforos)
mostra quc estes ligantes estdo associados a fluordforos excitaveis em
360 nm. Fato este confirmado pela correlagdo inversa observada entre
Tr e hex 350. Este resultado estd de acordo com os mostrados na figura
IIT.11 onde observa-se uma diminui¢gdo na fluorescéncia com a
diminuigido da polaridade das fragoes cromatograficas.

Em uma verificagio dos resultados acima, seria de se esperar
uma correlagio entre qualguer um dos valores que descrevem a
complexacdo (K'1, K'2, CL1,CL2) e 2ex 350 nm. Apesar de ter sido obtido
uma correlagio de -0.870 entre log K'2 e }ex 350 nm, ¢ entre log K'2 e Q
max. (-0.846), estes valores nio sdoe significativos considerando um
intervalo de confliancga de 90%.

Ryan e Weber (1982b) obtiveram uma correlacdo negativa
entre K' e CL ap6s a analise dos dados de extingdo de fluorescéncia
para dguas naturais. Utilizando um modelo que prevé um tnico ligante
na matéria organica natural, os autores cxplicam tal correlacio como
sendo um artefato resultante do tratamento matem dtico dos dados. No
presente trabalho, uma correlacdo semelhante foi obtida para a
DOMmar, porém nio para o AFC. Neste casn, a correlagdo obtida
{negativa) estd abaixo do valor estatisticamente significativo, e portanto
parece néo ser apenas resultante de algum artefato.

Nao é surpresa a correlagin entre tem po de eluigido
cromatografico (Te) e polaridade. Como pode ser visto na figura I1.2, as
fragdes cromatograficas sao eluidas 4 medida em que altera-se a
composi¢do (polaridade) da fase movel, a excegido da fracio
cromatografica 2 (DOMmar), que é eluida em uma mesma polaridade
que a primeira fragio. Neste caso porém, a coluna é lavada por mais
tempo com a fase mével, quando é finalmente eluida a segunda fragao.
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As tabelas IV.V. e IV.VI. mostram os valores de TOC, CL, e
K' obtidos no presente trabalho para as duas classes de matéria
organica, DOMmar e AFC respectivamente.

Tabela IV.V. Caracteristicas de complexagdo para a DOMmar. Valores
apresentados em log, + desvio padrao de 4 andlises. Carbono orgénico
total (TOC) em mg-I-1,

Amostra TOC K1 K'2 CL1 CL2

DOMmar 10 438+ 012 556+003 -K67+046 -566=040
fracaol 10 497+ 020 525+030 -655+090 -6.24+120
fragiao 2 10 0242006 655+0.32 -6.75+042 -7.66x0.12
fragdao 3 10 398020 5.37+027 -585x0.30 -593+0927
fragdo 4 5 436 2007 581+0.15 -668=+080 -646+0.34
fracdo b S 484206 633+070 -7.18x040 -7.14+ 0.70

Tabela IV.VI. Caracteristicas de com plexagéo para 0o AFC. Valores
apresentados em log, + desvio padrio de 3 andlises. Carbono organico
total (TOC) em mg-I'L. AFC* corresponde av AFC antes do tratam ento

com a resina Sep-Pak (C18.

Amostra TOC K1 K2 CL1 CL2
AFC* 5 2412014 5411014 -496+022 -570+1.00
AFC 5 4704013 549+014 -6112087 -6.06+1.00
fracdo 1 5 480006 b550+0.10 -588=0.17 -529+0.04
fragdo 3 d 4542002 570+014 -591+0.04 -588+008
fracao 4 5 4622005 580010 -650+0.30 -6.58+0.09
fragcaon 5 5 465+0.10 569+0.07 -743+024 -757+032
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Analise de varidncia e teste de contraste maltiplo (‘Schefté F-
teste’) com 95% de intervalo de confianga realizada com as amaostras do
AFC mostrou que K'1 ¢ diferente de K' 2, exceto para o AFC*. Mostrou
também que CL1 ¢é igual ao CL2, exceto para a primeira fracao
cromatografica. Para a DOMmar, a andlise de varidncia mostrou que
para qualquer uma das amostras analisadas, K'1 ¢ diferente de K'2, ¢
CL1 ¢ diferente de CL2 somente para as fracoes cromatograficas 2e 3.
CL1 ¢ igual ao CLZ para o restante das fracdes e também para a
DOMmar antes do fracionamento crom atografico.

Tabela IV.VII. Caracteristicas de complexagdo para o AFC. Valores
apresentados cm log, + desvio padrdo de 3 andlises. AFC* corresponde
20 AFC antes do tratamento com a resina Sep-Pak tC18.

Amostra K'1 K'2 K3 CL1 CL2 CL3

AFC*  546+0.12 5492006 557002 -569+095 -526+0.79 -681 +1.20

AFC 463023 5472046 557+064 -551+0.18 -5.76+055 -6.04 +0.59

fracio 1 4.80+006 547+0.18 6.30+0.76 -555+0.08 -599+0.28 -5.60+043

fracio 3 4.63+0.00 618+001 7.12x0.17 -553+005 -5.78 +0.11 -6.36+0.27

fracio4 4.66+0.06 558025 628+0.16 -6.11+046 -666+023 -658+1.068

fracdo5 4712003 5.92+0.39 637+0.16 -8.10+0.77 -6.22+0.45 -6.28+0.60

Como anteriormente mencionado, o tratamento matem dtico
com trés ligantes foi aplicado sumente nas amosiras do AFC. Com um
intervalo de confianga de 95%, anéalise de varidncia e teste de multiplo
contraste mostraram néo haver difcrenca significativa entre CL1, CL2
¢ CL3, cxceto para a terccira fracio cromatogréafica, onde tem-se que
CL1 # CL2 # CL3. Os resultados da anslise estatistica para os valores de
log K' sd0o mostrados na tabela IV VIII.
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Tabela IV.VIII. Andlise de variincia (ANOVA) e teste de m 1iltiplo
contraste (SCHEFFE-F) para os resultados de log K obtidos através da
simulagdo com 3ligantes nas amostras do AFC.

Amostra ANQVA SCHEFFE-F
AFC* log K's iguais K1=K2=K'3
AFC log K's diferentes K1=K2=K3
fracao 1 log K's diferentes K1=K2=-K3
fracéo 3 log K's diferentes Kl1-K2=K'3
fragio 4 log K's diferentes K1=K2+K'3
fracdo § log K's diferentes K1=K2=K'3

Os valores apresentados nas tabelas [V.V - IV.VII
encontram-se dentro das oscilagies daqueles apresentados na
literatura, alguns destes mostrados na tabela IV.IX (pagina 110). Um
levantamento mais completo dos parimetros K' ¢ CL pode ser
encontrado em Buffle (1988). Observa-se que, em geral, os valores de K'
obtidos através de extingdo de fluorescéncia sdo sistematicamente mais
baixos do que aqueles obtidos com outros m ¢todos, e na maior parte
destes casos, os valores de CL, quer seja por unidade de carbono
orgéanico ou néo, s40 menores,

O que parece estar acontecendo & que as diversas técnicag
medem coisas distintas. Enquanto a extingdo de fluorescéncia investiga
constantes de estabilidade condicional fracas, métodos como ISE e
aquele apresentado em Sunda e Hanson (1987) quantificam altos
valores de constantes de estabilidade condicional. Nestes casos, baixas
concentragies de metal sio ntilizadas, e as concentracoes de ligante
840, em muitos casos, da ordem de 108 - 1010 M, com constantes
estabilidade condicional da ordem de 1010 - 1013, N presente trabalho,
s valores obtidos oscilam entre 104 - 108, este tltimo com concentracio
de ligante bastante baixa (108 M) ¢ somente detectado quando da
aplicagao do modelo com 3 ligantes (formacao de complexo com
estequiometria 1:1 (metal/ligante)). Excecao ¢ feita aos resultados de
Turner et alii {1986), cujos valores obtidos através de ISE sdo da mesma
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ordem de grandeza aqueles obtidos através de extingdo de fluorescéncia.
Curiosamente porém, os resultados de Holm e Barcelona (1988),
também obtidos através de extingéo de fluorescéncia sio cerca de uma
ordem de grandeza maior, aproximando-se aos outros métodos.

A normalizagédo dos valores de CL para a concentracio de
carbono orgénico (log [uM CL/mg TOC)), permite uma comparagio
entre os presentes resultados e destes com outros da literatura.

B CLI/TOC 3 Ki
CL2/70C [y K2

4.1
2.3 o
0.4 o

7

unidades log

EA A
RN

3.3 HA
5. M
Z0 - ] |

DOMmar

-
AT e Ty

AN

>
a!
*

Figura IV.4. Parémetros da comfplexagéo com cobre para os
materiais orgdnicos antes do fracionamento cromatogréfico.
Valores apresentados em log.

A figura IV 4 ilustra de modo comparativo os valores de
CL/TOC e K' para a DOMmar e AFC antes e apods o tratamento através
da resina Sep-Pak tC18. Desta conclue-se ter havido uma perda de
ligantes como resultado do tratamento com a resina, € gque cstes
ligantes, como indicado pela variacdo no valor de K'1, sdo ligantes com
alta afinidade por cobre. Esta perda de ligantes, assim como de matéria
orgénica fluorcscente (fig. I11.8) culminou na deteccdo de ligantes com
caracteristicas de complexagio fortes e fracas. Este resultado encontra-
se de acordo com aqueles apresentados em Plavsic e Branica (1986). Os
autores mostram que o log CL para agua do mar natural é -4.8,
enquanto que do extrato Sep-Pak C18 é -5.1. Convém mencionar que
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estes valores ndo foram normalizados para a concentracéo de carbono
orgénico, e se n fossem, a diferenca seria maior. A concentracio de
carbono organico em dguas naturais é cerca de 200 vezes menor do que
a de um extrato Sep-Pak C18.

O CL1AFC) ¢ CL1 [POMmar)
—a— C12 [AFC) ¢ CL2 [DOMmar)
5.5
—y =-502-0.066x r= 0935
b2 I

] 1 ]
5 10 15 20 25 30

Tempo de eluigdo (minvtos)

2.0 L .
0

Figura IV.5. log da concentracdo de ligante por unidade de

carbono orgénico {yM Cl-mg CH em funcéo do tempo de eluicdo
cromatografico.

Apds o fracionamento cromatogratico, observa-se uma
tendéncia de diminuigéo da concentracdo de ligante por unidade de
carbono organico com o aumento do tempo de elui¢so (redugio da
polaridade). Este resultado 6 mostrado na figura IV .5e explica o motivo
pelo qual vérios trabalhos da literatura obtém uma maior quantidade
de metal em fragdes cromatograficas de maior polaridade. A correlagio
obtida na figura IV.5 mostra que hd uma maior concentracio de
ligantes na matéria orginica mais polar e portanto pode-se esperar
uma maior complexacdo com cobre. Zhou ¢ Wangersky (1989) através
de cromatografia de camada delgada e posterior deteccio por ionizagio
em chama, obtiveram maior quantidade de cobre nas fracdes mais
polares. Mills et alii (1982), obtiveram resultado semelhante com o
fracionamento de extratos Sep-Pak C18 através de cromatografia
liguida de alta resolugéo. Lee (1981) e Plavsic e Branica (1986) tam bém

— 107 -



Caraclerizagio e complexapdo MO natural y Complexacdoe com cobre
Instituto de Quimica - UNICAMP

obtiveram resultado semelhante. J4 Hanson e Quinn (1983)
investigando as propriedades cromatogréficas e de complexacao com
cobre em material orgénico marinho isolado através de resinas Sep-
Pak C18, obtiveram uma associacfo de cobre com o material organico
qualquer que tenha sido a polaridade de eluigdo do mesmo.

A propriedade de extingdo de fluorescéncia, representada
através da Q mdx. = (100-Ip1) relacionou-se de modo significativo com a
concentragio de ligante, como pode ser visto na figura IV .6. Nesta,
observa-se a tendéncia de aumento no valor de CL/TOC, com o aumento
em & mdx. Foi sugerido em Berger et alii (1984), que @ max. deve
relacionar-se com algum parimetro qualitativo. Como demonstrado no
presente trabalho, o par&metro parece ser CL/TOC, ¢ segundo a figura
IV .6, independe da origem da matéria orgénica. Boussemart et alii
(1989) obteve resultado semelhante para dguas intersticiais.

A equacgio
----- y = '929 + 003733x = 0‘760 (19) descrcve 0
— vy =-9.30 + 0.03722x r= 0.885 .
() -50 melthor ajuste para
. --= - DOMmar o grafico apresen-
S AFC ) tado na figura IV .6
%‘ 6.0 + calculado * : ' gura 1v.b.
=3 . Esta equacio néao
O 70k necessariamente
@) apresenta significa-
— .
™ 80k E__,:I do quimico. Ela nos
=3 fornece indicios de
%ﬂ 50 . ? . ] gue, dentre os ligan-
o 20 40 60 80 100 tes presentes nos
%Q = (100 - IML} materiais organi-
cos investigados, pe-
Figuro IV.6. log da concentragdo de ligante lo menos uma mes-
por unidade de carbono orgénico {pM Cl-mg ma classe pertence

CH em fungdo da méxima extincdo de

L a ambos os mate-
fluorescéncia, em porcentagem. Valores de

CL1/TOC e CL2/TOC inchidos. riais, independente
de sua origem.
lo (—Cg“--\\ =0.037(100 -I1M1,)-9.29 19)
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Para as condi¢hes experimentais definidas no presente
trabatho, ns valores calculados a partir de Q max. sao mostrados na
figura IV .6, de unde conclui-se ser possivel a obtencdo do valor de
CL/TOC diretamente através da curva de titulagéo obtida pela técnica
de extingdo de fluorescéncia. A diferenga no valor de Iy, obtida para a
DOMmar em relagdo ao AFC reside em uma diferenca fundamental
entre estas duas categorias de matéria orginica natural. Ou alguns dos
fluordforos da DOMmar sao inacessiveis ao cobre, o que estaria de
acordo com os resultados apresentados em Milne e Zika (1989), ou a
complexacdo ndo causa tanto efcito sobre a fluorescéncia da DOMmar
como causa no AFC.

A figura IV 7 mostra os valores de CL/TOC retirados de Ryan
e Weber (1982b) e aqueles calculados através da equacdo (19). Os autores
ndo mencionam a forga idnica utilizada, podendo esta ser a respondvel
pela diferenca de aproximadamente uma ordem de grandeza entre
aqueles resultados e os do presente trabalho. E no minimo curiosa a
semclthanca nos valores dos coeficientes angulares, fato este merecedor
de um estudo mais detalhado no futuro.

---3 - BQUACED = --- y =927 4+ 0.037x r= (0999
—a— literaturg y =-8.34 + 0.033x r=0.956
5.0
U B -
8]
£ 5.8 -
3 B
:‘w 5.6
(0 s
2 74|
3
8 N
— 82}
o
& B
20 ] ] 1 ] I ] ]

10 20 30 40 50 40 70 80 90
Q@ méx.= (100- IML)

Figura IV.7. Log da concentracdo de ligante por
unidade de carbono orgdnico (UM Cl-mg CJ1 em
funcGo da méxima extingdo de fluorescéncia, em
porcentagem. Dados retirados de Ryan e Weber

[1982b).
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O modelo de Ryan e Weber (1982a) adaptado para uma
situagdo de multiligantes soluciona o problema de CL negativo,

Observa-se uma perda de ligantes associados ao K1 quando a
matéria orgdnica natural sofre o tratamento através da resina Sep-Pak
tC18.

Quanto maior a polaridade da fracéo cromatngraﬁca tanto
maior a concentracio de ligantes, justificando assim a maior
habilidade de complexagio de cobre nag fragtes mais polarcs da
matéria organica.

Olimite minimo de fluorescéncia associa-se diretamentc com
a concentracao de ligante por unidade de carbono orginico (CL/TOC),
obedecendo a mesma lei para gualquer uma das categorias de matéria
uorgénica.

A anilise de correlacio muiltipla mostrou que o dcido filvico
terrestre (AFC) possui ligantes associados com fluordforos excitaveis
em 350 nm, e que estes ligantes sdo dom nantes nas fracoes
cromatogrificas de maior polaridade (fragoes 1e 2).
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E dificil falar em contribui¢do do carbono organico terrestre no
ambiente marinho quando pouco se conhece sobre o fluxo entrc amhos
reservatorios. Sabe-se que sua natureza ¢ complexa ¢ que afeta as
técnicas analiticas usadas para sua quantificacdo (Lee e Henrichs,
1993).

Hé ainda o problema referente as técnicas de extragio da
substincia himica a partir de seu ambiente natural. Frimmel et alii
(1992) mostram o quanto estas influenciam o material investigado.
Wangersky (19%4) afirma: As soon as you decide on a method for taking
your sample, you have begun to bias the result

Considerando as limitagdes acima referidas, o presente
trabalho mostrou gque o dacido falvico lerrestre é, de modo geral, mais
polar du que a substincia hdimica marinha. Além digsso, o©
comportamento da matéria organica natural mediante o
fracionamento cromatografico, sugere que esta seja formada pelo
agrupamento de um grande ndimero de compnstos de diversas
polaridades, o que impede sua separacio em compostos puros. Cada
fracdo cromatografica representasa uniio de compostos organicos ¢ujo
ponto em comum € a polaridade.

Como caracteristica cspectroscipica, classes de fluordforos
semelhantes encontram-se presentes em ambas as categorias de
matéria orgénica. Todavia, isto ndo representa necessariamente uma
contribuicéo de origem terrestre no ambiente mavinho. Unna hipdtese é

de que apesar da origem e ambiente fisico-quimico diversos, hd um
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predominio do resultado final da alividade microbiolégica (semelhante
para qualquer um dos ambientes). Algumas classes de fluordforos se
destacaram por serem especificos a uma categoria ou outra da matéria
organica. Isto stm, pode ser considerado uma diferenca real entre a
matéria organica marinha e a terrestre, pois ambas foram submetidas
cxatamente ao mesmo tratamento, como ja mencionado anteriormente.

Como propriedade geral da molécula de matéria organica,
revelado através do espectro de emissao, foi um deslocamento do
comprimento de onda de méxima emissdo obtido para a matéria
organica marinha cm relacgéio a terrestre.

Apesar de apresentarem fluordforos sem elhantes, os
parametros obtidos através dog experimentos de complexagiio sugerem
que a matéria orgdnica marinha aprcsenta aspectos distintos daquela
de origem terrestre, o que foi demonstrado pelos valores absurdos de
concentragio de ligantes (CL) obtidos em todos os casos em que a
materia orgdnica marinha foi analisada. Portanto, a congideracéo de
diversos sitios de ligagdo é mais importante para a matéria orginica
dissolvida marinha do gue para o dcido filvico terrestre. Isto foi
confirmado pela aplicagan do modelo matem atico com pelo menos dois
sitios de complexacao, )

Foram ainda obtidos limites de fluorescéncia {Inmp) mats altos
para as amostras marinhas em relagao as terrestres. Este fato pode
caracterizar difecrencas moleculares, mais especificamente quanto aos
sitios de ligagao com o metal cobre. Neste caso pode-se pensar em duas
hipéteses:

1. Menor quantidade de metal se liga a matéria orgénica marinha, e
portanto apresenta menor CL.

2. A complexagéo dé-se de tal modo que a fluorescéncia nio é extinta
como € no caso da amostra de origem terrestre.

Mediante a analise dos resultados, os valores de CL siio da
mesma ordem de grandeza para ambas as categorias de matéria
orginica, e portanto a hipitese 1 estd descartada. Baseado na hipotese 2,
conclue-se quc os sitios de complexacao de cobre no dcido filvico
terrestre diferem daqueles presentes na matéria orginica marinha.
Enquanto os fluordforos desta parecem ser pouco afetados, aqueles do
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acido filvico terrestre sdo, direta ou indiretamente alterados mediante
a complexacgaa,

O efeito da extragao através da Sep-Pak tC18 sobre a m atéria
urgénica terrestre deixou clara a necessidade de padronizacédo de
metodologia de extragio de matéria orgénica.

Foi demonstrade que h4 semelhancas, mas também
diferencas entre a matéria organica de origem marinha e a terrestre. K
importante destacar que as diferengas foram obtidas principalmente
apos o fracionamento cromatografico, mostrando deste modo a
necessidade de acoplamento metodolGgico para a obten¢do de novas
informacgdes sobre a substancia htmica.
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ABSTRACT

Maerine dissolved organic matter, isolated by adsorption onto tCig Sep-Pak cartridges (SPE-
MOM), and soil fulvie acid LtCyy Sep-Pak processed tSPE-FA) were analysed by RP-HPLC with UV
sbsorption detection (254 nm). The use of a slepwise gradient in sodivm acetate/acetonitrile
allowed wp to six fractions to be separated in both cases. Elution polarity ranged from 10.06 to
8.68. The linearity range, tested with fulvic acid not Sep-Pak processcd, was within the values of
7.0 pg and 200 pg for all fractions. Methodological aspectz and chromatographic differences

between SPE-MOM and SPE-FA are discussed.

Keywords:

INTRODUCTION

In naturel waters, dissolved organic matter
{DOM) is formed by & large variety of unknown
complex cempounds, resuiting on what can he
referred as “dynamic detrital structure”, This
complex mixture of compounds ends up resulting
in serious difficulties for its complete
geparation and characterization. In spite of this
reality, the stady of groups of compounds «f
has led to substantial
information en the nature and rale of DOM in
natural environments (1}

Humic substances. which are believed to be
generated by the randem pelymerization of a

variety of binlogical

similar characteristics

molecules, constitute a
class of compounds that are difficult to degrade.
The percentage of these compounds with respect
to the total marine DO is controversial, and in
addition different areas of collection influence
this variability. Ogura (2} and Duursme (3
report that in surface zone of open seawater,
humic substances represent 10-20% of the total
DOC, while Mantours and Riley (4} report that in
seawnter more than 90°c of the DOM is present as
complex palymeric fluorescent material. These
compounds, which living

originate from

Seawater, RP-HPLC, marine dissolved organic matter, humic substances

biolegical systems, operationally
fractionated inte humic acid, fulvic ecid and
humin. Fulvic acid, which is scluble in both acid
and basic solution, is the most hydrophilic ameng
the thres (5.

Literature data supgges! similaritiex hetwesn

are

marine DHOM and fulvic acid of terrestrizl origin
t6,71, but it 1= clear that considerably mnore data
re tequired before amy conclusions are reached

Tre necezeity of characterization of hunoe
crubslances has been recently increased due to
hath its impaortance in contralling the hehaviour

and mobility of metals in the environment
{-11y, asz well as to its importance on
bivgeochemical processes (125 This has led to

efforts on the characterization of
aguatic humic substances and as a result, a
variety of (NMR, ESR. IR,

fluorescence) and separation techniques (13¢

inereasing
spectroscopic

have been used.
Among the various modes of separation
proposed for
size fractionation by
exclusiun

substances.
high

chromatography

methods humic
molecular

performance size
{14% traditional gel permeation chromategraphy
{151, eapiliary isotachophoresis t16), thin layer

chramatography with flame ionization detection
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(TLC/FHY 117,168 and phase high
performance liguid chromatography (RP-HPLCI
(18-22) are the most used.

Hayase and Tsubota (22 have used & RP-
HPLC evstern for an investigation onto fulvic
actd compounds which had previously been
fractionated by molecular weight. They report
that fulvic acids from marine sediments exhibit
hydrophilic with
tncreasing molecolar weight. This couplhing of

Teversy

increasing character
methods ar an ettempt to a finer characterizatinn
of humic substances may illustrate some of the
difficulties involved in such a study.

In this paper the use of & RP-HPLC procedure
for the {ractionation of marine DOM isolated by
tCyz Sep-Pak into 6 groups of compounds with
differing pelarity is reported. The procedure was
also applied to a fulvie acid sample extracted
from commercial humic substances and the
differences in the chromatographic behaviour
are discussed.

METHODS
Chemicals and Equipment

Commercial soil humic substances (Fluka,
536R() were purified by dissulving a certain
amount of the compound in 0.1 M NaOH. Humic
acids were precipitated by acidification with HCI
to pH 2 end the supernatant was further
centrifuged and filtered through a 0.2 pm
Sartorius membrane filter. This solution was
then neutralized (pH 7) with NaOH and kept at 4°C
for 24 h. The insoluble fraction was removed by
centrifugatien and filtration. The liguid sample
(fulvic acid plus salte! was then dialveed in
cellophane tubing (Medicell Internativnul,
Lendan' to isolate fulvie acids. and further
vacuum dried. This procedure i1x a modification
of thuse described in Boussemart ef al. (231 and
Castetbon et ol (24

Millipore super-Q water (Bedford, MA,
USA; war vsed throughout this work and was
suitable for HPLC applications. Acetonitrile
{ACN) used for the chramatographic gradient and
methanol (MeOH) used for the elution of organic
matter frum tCys Sep-Pak cartridges were HPLC
grade (J1.T. Baker - Holland).

Sodium acelate {(NaAc) {Carla Erba, Milan)
solulion at a concentration of 5102 M was
prepared by dissolving the with super-Q
water and adjusting the pH tn 7 with hydrochioric
acid {suprapur grade, AMerck;.
tC) Sep-Pal, cartridges (Waters Associates:

preconditioned with 10 ml of MeOH

1%
Tal

were

followed by 10 ml of 310°% M HCI solution and
then with 20 mb of super-(} water ac deseribed 1
Mills et al. {10} These tC;z cartridges differ
frem the classic Sep-Pak ones by a higher amount
of packing materinl (SiC;gHy7). a tnfunctiona)
bonding instead of monofunctional and smaller
particle size range (37.55 pm instead of 55.105
pmi.

The HPLC svstem consisted of twa LKB 2150

pumps, egquipped with & LKB 2152 solvent
programmer. o 230 1} jnjectar (Rhendine,
Cabifernia, USA) & 254 nm UV detector

(Pharmacia LKB, Uvicord 8D and & Hewlett-
Packard computing integrator model HP3396
Series 1. Chart speed was 0.2 mm min} excepl
from 0.8 to 4.0 minules, where it was kept at 0.5
mm min}

A commercial pre-packed (5 pm octadecyl-
bonded silica) analytical Spherisorb HPLC
column (250 x 46 mm 1.D.) purchased from
Violet (Phase Sep, UK.} was used in connection
with & pguard column (50 x 4.6 mm LT
containing the same packing material. A 2 pm
in-line pre-column Teflon filter (Alltech, UISA)
was routinely used to protect columns from
particulate matter. Wherever possible. teflen’
and PEEK capillary tubing (Alltech! were used
for the chromatographic lines.

Recovery was evaluated by both fluorescence
emission and absorption measurements for the
HPLC column, and by absorption for the Sep-Pak
cartridges. Flusrescence emission spectra were
performed with a Jasco Fluorometer (med. FP
770} by setting the excitation at 320 nm and
reading the emission at its maximum. ranging
from 410 to 422 nm. Absorption measurements at
fixed wavelenpth (254 nmt were perforied vaing
a Jaseo UVIDEC-510 spectrophotometer fmad,
HAC 8380 o 2 1 oem guartz cell Tor thy exoricte
sud & 5 cm one for the natural seawater.

All labware was

geid cleaned. stored in

dilvted chloridrie acid solution (10% vivi and
rinsed with super-Q water just before use.
Sample Preparation and Analvsis

Surface seawater was colleeted from

offshore Tuscan Archipelage (Capraia Island),
filtered through precsnditivned 0.45 um
Sartorius membrane filter and stored in the dark
at  4°C in polyvethyvlene
containers as suggested by

pre-conditioned
Mart 125, All
geawater camples were proceseed within frur
weeks of its collection.

For earh seawater sample, 2 1 of seawater at
room tempersture were brought to pH 2.8.3.0 with
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HCl and possed through a conditioned tCyg Sep.
Pak cartridpe under nitrogen at o flow rate of 10
ml min'l; the eartridge was then rinsed with 20
m! of super-Q water to elim)nate sesweater salts.
Marine DOM retained in these conditions is here
called SEP.PAK EXTRACTABLE MARINE
ORGANIC MATTER (SPE-MOM) and was ehited
with 10 m! of @ MeQH:H, O (85:15) v/v eolution.
The cartridges retained approximately 207 of the
tetal marine DOM. The eluate was evuporated
using r centrifuge (Hetovacl linked tn a freeze
dryer (Edwards-Moedulye), The dried sample was
then dissalved in 1 ml of the sndium acetate
solution (5:10°* M) and filtered through & 0.45 um
Sartorius membrane filter. A 250 pl aliquot was
injected into the HPLC aystem for analysis.

When fulvi¢ acid solution (0.1 mg ") was
passed through a tC)gy Sep-Pek cartridge, the same
procedure was used and the eluted crganic matter
ie here called SEF-PAK EXTRACTABLE FULVIC
ACID (SPE-FA) A 1C,g Sep-pak processed
seawater followed by U.V. irradiation was used
as both sclvent for the fulvie acid solution and
procedural blank. The U.V. seawaler, distributed
in teflon capped guartz tubes, was obtained by
irradiation with a 1 KW high pressure mercury
lamp for 9-10 hours.

For calibration purposes, fulvic aceid
standard solutivns were prepared by diluting
appropriate aliqueats of a stock solution (0.1 g I'!)
with NaAc (510'2) and then filtered through 0.45
pm Sartorius membrane filter.

The HPLC elutien
programmed stepwise gradient. The steps were
performed by mixing NaAc:ACN (973 v as
solvent A to 100% ACN used as solvent B. The
whale chromatographic procedure is illustrated
in figure 1. The dead volume was 2.5 ml. The
trace amount of ACN previously added to the
sodium
naice ecaused by the automatic mixing tr he
nunimized. Moreover, the
organic solvent is known to act an the cnjumn
wetting up thydrophobic phase
chromategraphy), thus increasing the
eguilibrium across the interface of the two highly
dissimilar phases (hydracarbon and agueous!
(26).

procedure was A

aretate solution ellowed the baseline

trace amounts of

in reverse

RESULTS AND DISCUSSION
RP-HPLC Fractionation

The complexity of chromatographic
separation of aquatic DOM is well known (19,22)
and the mechanism of retention of this class of
organic matter by a reverse phase system is not
yet clear. Horvath et al. (27} have proposed a
mechanism nf retention which is based on the
snlvophabic theory. Despite such uncerlainties.
RP-HPLC has been shown to be very uscfui for
separation and determination of dissolved
organic matter of various origins {20).

The continuous gradient cammonly
employed by other authors (9,10} seems not to

foli 1 ¢
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Stepwise elution gradient used for the proposed chromatographic procedure. Nombers

above earh step indicate flow rate iml minl:.
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Figure 2.

RP-HPLC chromatograms performed with SPE-MOM. Isocratic elutien (NaAc:ACN, 97:3

v/v) for the initial & minutes and then continuous up to 60% ACN for 30 minutes (a), and
for 15 minutes {b). Flow rate 1.2 m! min'! from time 0 to B minutes and 1.0 m} min*}
thereafter. Arrows indicate change on chart speed, as mentioned on "Methods".

effectively fractionate the marine DOM. Figure 2
shows the results of two elution procedures
similar to those used by the above eited authors.

In the izocratic part of the chromatogram,
three peaks can be distinguished, while during
the pradient, & unresvlved “clump” is observed.
The height of this “clump” increases with the
gradient steepness, but at lower slope of the
gradient, a flattening of the clump is observed.
This behaviour suggests that humic substances
may be formed of a great variety of components
with continuous polarity characteristics, which
could be the probable reason of ell the difficulties
encountered in this type of separation.

Typical chromatograms obtained using the
proposed stepwise gradient {figure 1! are shown
in figare 3. Figure 3u shows the chrometogram of
g SPE-MOM sample eluted with NaAcACKN as
mobile phase. When water was used instead of
sodium acetate (figure 38c), fewer
frartions were obtained, with the majority of the
organic matter eluting from the celumn at higher
pulerity values. In fact, the sum of the areas of
chromatograms 3a (sum of fraction areas =
8.5:10%) and 3c (sum of fraction areas = 10.8105)
are similar.

The effect of the sodium scetate can be
related to the ionic strength, which played a
positive role on the chromatographiv separation.
In fact, as reported by Snyder and Kirkland (26),
the addition of salts Lo the mobile phase can
influence the retention snd selectivity of the
solute.

The presence of tailing in the SPE-MOM
fractions (figure 3a), which could suggest column

solution

overioad end other problems (28), was not
present in the SPE-FA sample. Besides this,
puarellel experiments have shown that column
overleading and flow rate may be excluded, so a
meore complex nature of the marine DOM with
respect to fulvic acid can be postulated.

Comparison of figures 3a and 3b shows
differences in the distribution of the fraction
areas aloeng the chromatograms, which can be
attributed to a variation in the relative amounts of
compounds with similar polarity, although a
presence of several chremophoric compounds
with the same polarity but different molar
extinction coefficients, cannot be excluded.

Tahle 1 iltustrates these data. In seawater,
the highly polar peaks {1, 2 and 3} constitute
almost 40% of the total SPE-MOM, while they
represent B1% of the total organic matter in the
SPE-FA. The peak of intermediate polarity (9.68)
represents about 40% in seawater, while just 16%
in the SPE-FA. The other two fractivns are again
higher in seawater than in the fulvic acid sample.
The difference in distribution of fraction areas
shows a major amount of compounds with lower
polarity in the SPE-MOM with respect to the SPE-
FA. This finding could suggest a different
compusition between these two classes of
compounds, probably due to & major degree of
polymerization of the lower polarity compounds
(28). However, the overall of the organic matter
in both SPE-MOM and SPE-FA, is of rather high
polarity, confirming the results of Susic and Boto
{20} and Saleh and Chung (19,

Recovery of DOM from the column wes
checked by meesuring sample fluorescence and
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Figure 3.

Typical RP-HPLC chromatograms of dissclved crgenic matter. (g8) SPE-MOM: (b SPE-FA

{fractions 1, 2, 3 and 4 were chromatographed using one half redurtion in sensitivity); (¢)
SPE-MOM eluted with water as sclvent A; (d) procedure blank. Elution procedure as
described in figure 1. Arrows indicate change on chart speed, asz mentioned on

"Methods”.

absarption at 254 nm before injection into the
HPLC system and after DOM fractionation. This
was performed by collecting the HPLC eluate
from celumn during the whole chromategraphic
procedure and it was close to the 95% value.

Further. spectroscopic characterizations of
each RP-HPLC fraction are in progress in order
to point out molecular differences among the
fractions.

Calibration

the
acid

The calibration of system
performed with fulvic extracted from
commercial humic substances and not Sep-Fak
processed solutions at
increasing concentrations {0-22.5 pg). Although
the chromatograms of these standard selutions
showed 5 fracticns instead of the usual 6 obtained

was

used as standard
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Table 1.

Elution polarity. retention time, snd relative area with

itz respective coefficient of

vartation (CV for each froction of the samples analveed.

Fraction Elution Retention SPE-MOM OV SPE-FA 1Y
number polarity P*  time (min} (n=8} % are: {(n=8} % area

1 10.06 2.27 12 5 45 2
2 10.06 2.82 18 2 26 3
2 10.06 181 2 7 10 P
- 8 OEG 126K i o i 3
0 a3y 22.50 14 7 3 4
b ROR 2442 12 17 2 25

* caleulated as reperted by Snvder and Kirkland (25
Pedy, FPo+d Pywhere &) and 4y, are the velume fractions of solvents A and R in the mixture

and Py and Py, refer to the P ovalues of the pure solvents.

for SPE.-FA and SPE-MOM, it was preferable
since higher accuracy in relatien to the load
injected into the HPLC system was obtained.
Calibration the RP.HPLC
fractions are reported in figures 4a and 4b. They
show thst a betlter parameter for the
determination of the methad linearity is the
relative fraction areas (figure 4b) instead of the
shzolute values {figure dat. Tt fe clear that the

curves for

relative values shuuld he o constant throughout the
different load injected, stnee the composition of
the fulvic ecid solution is supposed to be the same
independently of its concentration. The limits of
the linear regression lines (figure 4a), tested by

y-residual plots, agreed with the valoes obtained
by the relative areas (figure 4b).

As shown by Susic and Boto (20}, increased
sensitivity may be obtained when using
fluvrescence detectors. These authors report a
limit of detection at nanagram levels (15 ng},
with the linearity being maintained between 0,18
and 2.1 gp. In the present work, the limit of
deteetion is st micropgram levels, while the
linearity ranges from 7.5 ta 20 ug.

The prebable reason for the non linearity in
the range 0-5 pg inad injected 35 a high
instrumental error at these Jlow levels of

detection. However, an interconversion ameng
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fractinns cannot he diecarded. Indeed. when each
fraction was re-injected, it was found thst 0-20%
war re-distributed as other fractions in the
chrematogram, with the B80.100% being
analysable as the same fraction.

Retention

ANOVA at the 95% ecanfidence level showed
no significant difference among the retention
time fur the the
different semples. Mean retention time velues
are shown on Table 1. In this study, retention
time of fractione 4, 5 and 6 weare a function of
gradient change: components were eluted as the
polarity was modified. This suggests a
reparation of families of compounds with a range
of polarities having its minimum at the polarity
of the step. A similar conclusion was also
poestulated by Saleh and Chang (18) for Suwannee
River fulvic acids processed by RP-HPLC,

In order to test this hypothesis, 2 change in
polarity of the first step of aur stepwise gradient
hae been performed. The nen-purity of fractions
3 and 4 together with a variation in polarity is
demanstrated in figure 5. A direct relutionship
is vbeerved between polarity and aree of fraction
3, while the inverse is obtained for fraclion 4,

values SRITIE f'ractinn.: (}f

The regression lines show a passage of organic
compounds fram one fraction to the other. This

trend seems to support the hypothesis of n
continuous polarity scale in these compainds.

DOM lsclation

Compearisen of our results with literature
date clearly the importance of the
extraction technigues empleyved. The polarity of
the compeunds eluted by the procedure here
reparted, caleulated as described in Snyder and
Rirkland {26:. was within the valuer 10.06 for the
most palar fraction and B.68 for the leart polar
one. In w similar system (RP-HPLC) and alsa
using a etepwise gradient, Saleh and Chang (1%
calculated the polarities of fulvic acid
components te range from 10.15 to 5.86. The
difference in polarity of almost 3.0 for the least
polar fraction of Saleh and Chang work (19) with
respect to the present results should be noted.
Since these authors enalysed SBuwannee River
fulvic acid, and our results refer to both SPE.
MOM and SPE-FA, at least for cur fulvic acid
sample the polarity of elution should have been
closer. This difference may be due to the
extraction process, since Saleh and Chang (19)
followed the procedure described in Thurman
and Malcom (28), which differs in
aspects from the ane employed by us,

The polarity of elution of our SPE.MOM
components are mare closely related teo those

shows
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presented in Mills and Quinn (301, These authors
reported that most of the marine DOM extructed
by Sep-Pak cartridges elutes at polarities lnwer
than 7.9(.

CONCLUSION

The use of the proposed stepwise gradient
allows the separation of SPE-MOM and SPE-FA in
groups of components of similar polarity. The
grouping irite homologous cemprunds in polarity
the natural DOM could represent a goal in order
to improve the knowledge of such a complex

mixture of compounds.
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Marine dissolved organic matter. Fractionation by RP-HPLC
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Abstract '
Using a Reverse Phase High Performance Liquid Chromatographic
technique, tC18 Sep-Pak extracts of marine dissolved organic matter and of soil
fulvic acid were fractionated in 5 distinct groups based on their polarity
behaviour. The chromatographic data show a higher degree of polarity for the
soil sample in relation to the marine. Fluorescence emission spectra were
recorded for each HPLC fraction and the distribution of the fluorescent organic
matter with respect to the total organic matter has been evaluated. A trend
between fluorescence and polarity has been observed for the marine sample,
while for the soil fulvic acid fluorescence was equally distributed. '

1. INTRODUCTION

The complexity of natural dissolved organic matter together with
problems in extraction procedures (specially for matrixes with high content of
salts) has lead to difficulties into the investigation of this important
constituents of aquatic systems.

In the last years the C18 Sep-Pak technique has been used for the
extraction of copper-organic complexes [11 and of fluorescent organic matter [2)
from seawater. Comparing Sep-Pak extracts of marine dissolved orgaric
matter (IXOM) and terrestrial fulvic acid Hanson and (Juinn [3] reported a
similar chromatographic behaviour for these two samples. Millz, et al. [4]
assumed the presence of fulvic type material in Sep-Pak extracted marine
DOM.

Attempts have been made to separate by RP-HPLC the Sep-Pak extracted
organic matler {4, 5] but the complexity of the mixture hinders the separation
into pure molecules. Nevertheless, the chemical separation into hamologous
groups of compounds, both for polarity [6, 7] and molccular weight [8] allows
further acquisition of some of their properties,

The natural fluerescence of DOM and the high sensitivity of fluorescence
spectroscopy make this technigue one of the most promising for the
mmvestigation of the complex mixture of organic compounds. Without
perturbing the system, fluorescence spectroscopy has been applied to the study

a8 Permanent address: Universidade Estadual de Campinas, Institute de
Quimica, Departamento de Quimica Analitica, 13900 Campinas - 8P, Brazil
b Correspondence author



of metal complexation by DOM [8], and to the characterization of DOM of
various origins [10].

In this study tC18 Sep-Pak extracts of marine and soil organic matter
were fractionated by RP-HPLC and each fraction was investigated for the
fluorescence contribution to the total organic matter.

2 PROCEDURE

2.1. Sample preparation

Surface seawater was collected 3 miles off-shore the Island of Capraia
(Italy) and filtered through pre-washed 0.45 pm membrane filters (Sartorius)
after collection. The filtered seawater was stored in the dark at 4 °C in pre-
conditioned polyethylene containers and was used within 4 weeks of collection.

Marine DOM was extracted by passing 2 liters of acidified (pH 2.8-
Suprapur HCl, Merck) seawater through a pre-conditioned [11] tC18 Sep-Pak
cartridge at a flow rate of 10 ml-min-! under a nitrogen pressured enclosed
system. Based in absorbance at 254 nm (Ags4), extraction efficiency was 20% of
the total marine DOM,

A well characterized soil fulvie acid [12] was kindly supplied by Dr. J. H.
Weber from the Chemistry Department of the University of New Hampshire
(Durham, U.5.A.). The soil eluate was cobtained by passing 2 liters of a 0.1
mg-Y solution of soil fulvic acid through a tC18 Sep-Pak at the same flow rate
used for marine DOM. A tC18 Sep-Pak processed and U. V. irradiated
seawater (8 hours, 1 kW high pressure Hg lamp) was used as solvent for the
soil fulvic acid solution. This seawater with extremely low amount of
fluorescent organic matter was also used for the performance of procedural
blanks.

The tC18 Sep-Pak cartridges were rinsed with 20 ml of Milli-Q water for
salt removal and eluted with 10 ml of methanol 85% in water. Samples were
vacuum dried using a centrifuge (Hetovac) linked to a freeze dryer (Edwards-
Modulyo). These dried eluates were dissolved in 500 pl of sodium acetate
solution (5:10-2M - Carlo Erba, Milan) previously adjusted to pH 7 with HCl,
and then filtered through 0.45 pm membrane filter. They were further
submitted to fluorescence and reverse phase high performance liquid
chromatographic (RP-HPLC) analysis.

2.2. Chromatography

The HPLC system consisted of two pumps (LKB 2150), a solvent
programmer (LKB 2152), a 250 pl loop injector (Rheodine, USA), a 254 nm U.V.
detector (LKB Uvicord SD), and a Hewlett Packard computing integrator (mod.
HP3396 series I1). A 5 um Spherisorb ODS (Violet, Phase Sep, UK) column with
250 mm L x 4.6 mm ID and a guard column (50 mm L x 4.6 mm ID) containing
the same packing material were used for chromatographic analysis. For
method details see reference 6.

The stepwise gradient, which was based on sodium acectate (5-10-2M, pH
7): acetonitrile, 97:3 (v/v) as solvent A and 100% acetonitrile (JIPLC grade) as
solvent B is shown in Fig. 1.

The chromatographic fractions were manually collected according to the
intervals of area calculation of the integrator, dried and dissolved in



appropriate volumes of Milli-Q water as to be in the linear range of Fig. 2.
Further analysis of fluorescence and absorbance at 254 nm were performed.
The chromatographic characteristics for each fraction are shown in Table 1
and the chromatographic profile in Fig. 1. All solvents were HPLC grade.
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Figure 1. The chromatographic profiles and the stepwise gradient employed for
marine eluate (a) and soil eluate (b). Numbers above each step indicate solvent
flow rate as ml-min-1. Numbers above each fraction correspond te those in
Table 1. (b): sensitivity x 0.5 in relation to {a).

Table 1
Polarity of elution, retention time and relative fraction area with its respective
standard deviation (SD) for 4 replicates performed with marine and soil
eluates.

“Fraction Elution Retention MARINE Eluate SOIL Eluate
number polarity* Time
P (min) % area SD % area SD
1 10.1 23-29 31 1 67 1
2 10.1 39 14 1 7 1
3 99 12.7 30 3 22 2
4 9.4 20.5 14 3 2 0.5
5 8.7 285 11 1 1 0.3

* Polarity was calculated as described 1in Snyder and Kirkland 113]

2.3. Fluorescence
A dasco spectrofluorometer (mod. FP770) was used for fluorescence



measurements. The emission spectra were measured at Aex 350 nm and
fluorescence intensity at the wavelength of maximum emission (440 nm for
seawater and 460 nm for soil fulvic acid). Excitation and emission
monochromators were set to 5 nm and 10 nm respectively. Fluorescence values
were procedural blank subtracted, which generally were 10% of the sample
values.

It has been shown that Agss is a good surrogate parameter for dissolved
organic carbon for the humic type organic matter [14]. In fact, a strong
relationship between Agsy and total organic carbon for our marine eluate (r2=

0.996) and soil fulvic acid (r?= 0.998) has been obtained. Total organic carbon
was measured by high temperature catalytic combustion with infrared
detection using a Dorhmann DC-190 carbon analyser.

The variation of organic matter concentration among the samples was
overcome by measuring Agsy, used here as an estimation of total organic
matter concentration. Al fluorescence values are reported as per unit Agsg,
thus allowing a direct comparison among samples. Absorbance
measurements were performed on a Jasco UVIDEC model HMC - 358
spectrophotometer.

A calibration curve

of Ag9sy versus

1 flucrescence emission
aMarine cluate ' ' intensity for both organic
F: RO ] matter being investigated
08 1 eFulvicacid o (Fig.2) shows the range

0.6 of linearity. The slopes of
the linear regression
0.4 lines show a higher

/ fluorescence intensity for
0.2 } — . the marine eluate in

relation to the soil fulvic

Fluorescence Intensity

0 : ' : . : acid. The marine DOM

0 02 04 06 08 1 12 calibration curve was

Absorbance at 254 nm obtained dissolving the

marine eluate in Milli-Q

Figure 2. Calibration curves of fluorescence water and diluting it to

emission versus Ao54 nm for the marine eluate different. volumes, For

and soil fulvic acid. Excitation was performed at soil fulvic acid different

a A=350 nm and emission recorded at its dilutions of a stock

maximum intensity. Curve fits are: solution (100 mg-1-1) were
y=0.014+0.3x (r*= 0.99) for soil fulvic acid; y= prepared.

0.036+0.8x (r2= 0.99) for marine eluate,

3. RESULTS AND DISCUSSION

The chromatographic method employed has fractionated both the marine
and the'soil eluates into & groups of compounds of differing polarity. The
process is likely to be a regrouping of the complex organic matter in which
parts of it (with a polarity affinity) are eluted together as a unique fraction. Fig.



3 illustrates this regrouping of compounds. Performed with marine eluate,
this figure shows that an increase in the percentage of acetonitrile in the
elution solvent by just 1%, leads to a consistent passage of organic matter from
fraction 3 to fraction 2. This behaviour suggests the presence of a continuous
scale of polarity in the natural DOM and it would imply a very difficult
separation of the organic matter into pure compounds. The regrouping of
compounds may however be promising when used as a preparative technique,
and fractions been analysed for other characteristics.

Absorbance at 254 nm
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Figure 3. Chromatographic profiles of fractions 2 and 3 llustrating their
variation as the percentage of acetonitrile is altered in the elution solvent
A. A, B, C and D refer to elution with 1%, 2%, 3% and 4% of acetonitrile
respectively. Fraction 3 was recorded with sensitivity x 0.5.
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From the chromatographic
profile (Fig.1) and the values
reported in Table 1, it is seen
that the marine eluate
possesses a lower amount of
highly polar compounds than
the does soil eluate . While the
former had about 45%, the
latter had 75% of its total
organic matter eluted in a
polarity of 10.1, which is very
close to the polarity of water
itself (10.2). An immediate
reason why marine eluate
needs a greater variation in
polarity to have eluted all of its
compoenents as compared to
the soil cluate could be that in
the present 1isolation



procedure the bulk of the organic matter from seawater has been tC18 Sep-Pak
éxtracted, while in the soil organic matter a previous selection (acidic part of
humic substances: fulvic acid) had already been performed. Considering the
acidic nature of fulvic acid, this chromatographic behaviour suggests that the
acid part of natural organic matter contains components of rather high
polarity values. Qur results agree with those of Zhou and Wangersky [15].
Using thin layer chromatography with flame ionisation detecticn they have
fractionated marine Sep-Pak eluates into 4 groups of compounds of increasing
polarity: lipidic material, base-mobile, methanol-mobile and acid-mobile.

The distribution of the fluorescent material among the fractions of both
organic matter investigated is seen in Fig. 4. It shows that the marine
flucrescent matter is mostly present in the fractions of intermediate polarity
(fractions 3 and 4}, while the non-fluorescent organic matter seems to be
mainly in the fraction of high polarity value (fraction 1) as suggested by its low
fluorescence/Ass4 ratio and its high content of organic matter (31% peak area of
Table 1). On the contrary, for the soil eluate the fluorescent matter has been
more homogeneously distributed, thus showing no clear trend as detected for
the marine sample.
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Abstract

Marine dissolved organic matter and soil fulvic acid extracted usin‘g Sep-
FPak tC18 cartridges were characterized by fluorescence spectroscopy
before and after chromatographic fractionation (RP-HPLC). Based on soil
fulvic acid, the Sep-Pak tC18 extraction procedure has led to a loss of 65%
of the fluorvphores (Aex 350 nm), and 34% of those at Aex 450 nm.,
Conventional fluorescence emission showed a 5 times higher
fluorescence for the soil fulvic acid than that for the marine dissolved
organic matter (Aex/Aem 350/452 nm) and 11 times higher at Aex/Aem
450/522 nm. Several distinct classes of fluorophores were present on both
marine dissolved organic matter and soil fulvic acid as revealed by the
synchronous excitation technique. Relatively low polarity materials of
marine DOM are more fluorescent than those of tho SFA , while the high

poularity material of the SFA is more fluorescent than the marine DOM,



Introduction

Natural organic matter, such as hamic substances is formed by
a complex mixture of compounds. Despite its environmental im portance,
most of it is still uncharacterized {1). If the diversity of the natural
processes of synthesis and degradation is considered, the number of
constituents in the molecule of humic substances could be ‘infinite’ [2].

Dissolved organic matter (DOM) is thought to be the largest
reservoir of organic carbon in the sea [3), being comparable in carbon
content to the atmospheric CO2 [4]. It is important in global
biogeochemical processes, such as the partition of COz among the various
active reservoi.rs [4]. Tt is also capable of com plexing metal ions [5-7], and
some organic hydrophobic pollutants, such as PCBs [8], and polynuclear
aromatic hydrocarbons“[9] affecting their solubility.

Marine DOM and soil fulvie acid present intrinsic fluorescence,
however their maximum of emission has been shown to be different [10).
As a conservative property, the fluorescence of natural arganic matter
may be used as a tracer [11], and has been frequently applied to
investigations of estuarine m ixing processes [12-13].

Although it is thought that just a minor part of humic
substances is responsible for its fluorescence, bringing into question
wether it does represent the bulk of the molecule [14), literature data has
shown that considerable information on molecular and functional
properties of the organic molecules may be obtained when applying the
luminescent technique [15), Characterization, differentiation and
classification of soil natural organic matter has been investigated by
fluorescence spectroscopy [16].

An advantage of fluorescence spectroscopy is its high sensitivity

and the possibility of being applied at natural concentrations. This is



particularly useful when investigating the marine environment, because
of the difficulties in isolating marine DOM from a highly saline medium.

However, due to the high complexity and heterogeneity of fulvic
acids and marine DOM, only limited information is likely to be obtained.
In this sense, a coupling of techniques should be promising.

Using liquid chromatographic fractionation of refractory organic
acids, Frimmel and collaborators [17], obtained additional information
when applying various detection systems, such as fluorescence, UV-
visible and organic carbon analysis. Hayase and Tsubota [18] have shown
that fulvic acids from Tokyo Bay exhibits increasing hydrophilic
character with increasing molecular weight.

In the present investigation, detailed information has been
vblained when applying fluorescence spectroscopy to natural organic
matter (marine and terrestrial) which had been fractiovnated by reverse
phase high performénce liquid chromatography. We show that low
polarity material of marine DOM are more fluorescent than the respective
of the soil fulvic acid of terrestrial origin while the oppoesite is true for
material of high relatlive polarity; soil fulvie acid has a higher
fluorescence than marine DOM for two classes of fluorophores (hex/Aem
35(/452 nm and 450/522 nm); synchronous excitation technique revealed
several distinet classes of fluorophores on both marine dissolved prganic

matter and suil fulvic acid, but the main difference is quantitative.



Experimental Section
" Sample preparation

Surface seawater was collected 3 miles off-shore of the Island of
Capraia (Italy) and filtered through pre-washed 0.45 nm membrane
filters (Sartorius). This seawater was keptin a dark room at 4°C in pre-
conditioned polyethylene containers and used within 4 weeks of collection.

The extraction of marine DOM was performed by passing 2 liters of
acidified seawater, pH 3 (Suprapur HCI, Merck) through a pre-
conditioned SepPak tC18 cartridge (Water Associates) at a flow of 10
ml.min-l under a nitrogen pressurcd enclosed system. Details of the
procedure are described in [19].

After rinsing the cartridge with 20 ml of Milli-Q water, the marine
DOM was extracted with methanol:water (85:15, v/v) and the extracts wore
then vacuum dried using a centrifuge (Hetovac) linked to a freeze dryer
(Edwards-Modulyo). Dried samples were kept in the dark in a cold room
and were used within 20 days. Methanol was HPLC grade and Milli-Q
water was used throughout (Millipore - Bedford, U.SA).

Based on absorbance at 254 nm, the SepPak tC18 extraction efficiency
was 20% of the total organic matter. Absorbance measurements were
done on a JASCO UVIDEC-510 (mod. HMC 538) spectrophotom eter.

The seil fulvic acid was graciously supplied by Dr. J. H. Weber from
the Chemistry Department of the University of New Hampshire (Durh am,
U.S5.A). A detailed characterization of such fulvic acid may be found in
{207

As a procedural blank, we have used a clean scawater. This was
obtained by passing 2 liters of seawater, pH 3, through 2 Sep Pak tC18
cartridges and further submitting it to U. V. irradiation, 1 KW high
pressure Hg lamp in teflon capped quértz tubes for 9 - 12 hours. This



seawater was also used as solvent for a SFA solution (0.1 mg1-1), which
was then submitied to the same extraction procedure as the marine DOM
and used as the SFA sample.

All laboratory material was washed with 3.0 M HNOj3 and left in a
solution of HNO3 0.8 M until use, when they were rinsed with Milli-Q

water,

Chroma togra phy

Dried samples were resuspended in a KCl (Suprapur grade, Merck)
solutien (4-103 M, pH 7) and chrom atographed using a reverse phase high
performance chromatography system (RP-HPLC). The solid phase was a
Bum Spherisorb ODS (Violet, Phase Sep, UK) analytical column with 250
mm L x 46mm ID. The HPLC system consisted of two pum ps (LKB 2150),
a solvent programmer (LKB 2152), a 250 il loop injector {Rheodine, USA ),
a 254 nm U.V. detector (Pharmacia, LKB Uvicord SI}), and a Hewlett
Packard computing integrator (mod. HP3396 series II). Further details
may be found in [21]

The mobile phase consisted of a KCI:ACN solution. KCl was
em ployed in a concentration of 4103 M (pH 7.0}, made up in Milli-Q water
with 2% acetonitrile (ACN) added. A stepwise clution gradient was used.
Fig. 1 shows typical chromatograms for the marine DOM, soil fulvic acid
and procedural blank. Each chromatographic fraction (Fig. 1) was
collected and submitted to the vacuum and freeze-drying system. They
were keptin the dark in the cold room until the fluorescence analysis. All

solvents used were HPLC grade.
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Fluorescence

Fluorescence measurements were performed using a JASCO (model
FP 770) spectrofiuorometer equipped with a xenon 150W lamp as light
rource. Its internal configuration includes automatic correction for
intensity variativn of the light source and the spectral characteristics of
the light source and those of excitation monocromator. If this is done, the
output currents from the monitoring photomultiplier tubes are constant,
even if variations of the light source occur. The scan velocity was adjusted
to 200 nm min-! for both monochromators. All spectra were registered
with a 10 nm slit-width for the emission monochremator and 5 nm for the
excitation moﬁochrom ator.

Fluorescence emission spectra were registered from 370 nm to 600
nm with a fixed excitation of 350 nm (Aex350) and also fixed at 450 nm
(Aex450). Excitation spectra were obtained with fixed emission at 560 nm
and a scan range of 300 to 550 nm. Synchronous excitation spectra were
registered from 300 to 600 nm with a 6=18 nm. Raman peaks, calculated
according to {22], should appear at 238 nm; thus they are absent from our
spectra. These values are frequently employed in humic substances
fluorescence research [5, 23]. Samples were resuspended in a solutlon of
KCI (Suprapur grade, Merck) at a cm‘:centration of 610'3 M pH 7. A]l(
specira were subtracted from their respective procedural blank, thus
corrections for pussible artifacts due to the sample preparation steps were

performed.

All experiments were made with two replicates.

Total organic carbon (TOC)

TOC was measured by high temperature catalytic combustion with

infrared detection using a Dorhmann DC-190 carbon analyser {California,



U.SA)). The linear regression obtained for TOC calibration was y = 0.99 +
0.912, r = 0.9990.

Calibration curves were performed for fluorescence and TOC
techniques using solutions of both marine DOM and SFA (not processed
by Sep-Pak tC18 cartridge). The parameters obtained are shown in Table §
and II for the marine DOM and SFA respectively.



Results and Discussion

Emission

Itis a general consensus that organic matter of natural origin or humic
substances presents atleast 2 classes of fluorophores [24]. The intensity of
fluorescence emission per unit organic carbon for the marine DOM and
SFA studied here is shown in Fig. 2. The fluorescence intensity for the
first class of fluorophores (Aex350) is 2.5 imes higher in the SFA than it is
in the marine DOM. If one considers the fluorescence of the SFA before
the Sep-Pak tC18 cartridge treatment, then the difference goes up to
almost 8 times. The fluorescence emitted by the second class of
fluvrophores (Aex450), is 11 times higher in the SFA.

Donard and collaborators [10], investigating the fluorescence of
marine and continental waters at natural concentrations, obtained a
fluorescence 20 times higher for continental when compared to marine
waters. The difference between the results obtained in [10) and the ones of
the presentinvestigation may be due to the extraction procedure. The Sep-
Pak tC18 extraction of the SFA has led to a loss of 65% of the first class of
fluorophores and 34% of the second class (Fig. 2). It has been shown that a
hydrophilic component in marine waters was not retained by Sep-Pak
C18, and that this fraction was responsible for 20% of the total
fluorescence [25]. Once the marine DOM and SFA were submitted to the
samec extraction procedure, so that the fluorophore selection has been at
least similar for both, the only explanation for almost 50% difference
between the present results and those of [10] is that the SFA had already
been submitted to a selection procedure at the time of its preparation [20],
which may have resulted in a reduction of the variety of fluorophores.

A shift to lower wavelengths was observed when comparing the

maximum of emission of the marine DOM {437 nm = 4 nm) to that of the

)



SFA (452 nm * 4 nm) for the first class of flucrophores (Fig. 3). According
to [16] this suggests simpler structural components and lower molecular
weight for the marine sample than for the SFA. A similar observation
was obtained in [10], where the authors show a shift to higher frequency
wavelengths for marine waters in relation to continental ones.

The sccond class of.ﬁuorophores seems to be similar for both marine
DOM and SFA, since no shift in wavelength has been observed (Fig. 3). In
this case, the difference was only quantitative and again SFA showed
higher fluorescence signal per unit organic carbon. Figure 2 also shows
the relative importance of each class of fluorophores, The first class is
responsible for-BO% of the marine DOM fluorescence, but only for 60% of
that of the SFA. Thus, the second class of fluorophores is more important
in the SFA extractthan in the marine DOM.

No significant difference was detected when analysing the maxima
of emission among the fractions and between marine DOM and SFA . The
main difference is again quantitative. However, it should be kept in mind
that natural organic matter is formed by a complex mixture of
compounds {2}, including fluorophores, as indicated by the cuoncomitant
variation in the maximum of emission when exciting it in different
wavelengths. The fluorescence emission spectra of such mixtures are
thus meaningless for detailed qualitative investigations. In such cases it
is an excelent tool for quantitative analysis.

The first class of fluorophores is well distributed among all
chromatographic fractions for both natural organic materials
investigated (Fig. 4). What is clear is an inverse behavior of the marine
DOM in relation to the SFA for the two most pular chromatographic

fractions (1 and 2). A highly fluorescent material is present in these two
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fractions of the SFA extract, while in the marine DOM, it is present the
least fluorescent material.

All chromatographic fractions of the SFA extiract show fluorescence
- when excited at 450 nm, but for the marine DOM, this fluorescence is

present almost uniquely on the two least polar chrom atographic fractions.

Synchronous

The conventional excitation spectroscopy was not a powerful tool for
characterizing the chromatographic fractions, as the synchronous
excitation mode, with a 8A=18 nm (hem - Aex = 8)\). Lloyd (1971)[2! hag
been able to characterize traces of fluorescent material in water polluted
by oils, and suggestes its use in forensic investigations. The basic
difference between the synchronous excitation and the conventional
excitation is thatin the first, the emitted light is registered synchronically
(in the present work always 18 nm ahead of the excitation wavelength).
Further details of the synchronous excitation spectroscopy are described
in details in [27].

The synchronous excitation spectra of the marine DOM and SFA
before chromatographic fractionation are shown in Fig. 5a. Five peak
arcas were obtained on marine DOM, but only two for the SFA .

Investigating the fluorescence of surface waters of the Adriatic,
structuraly similar spectra has been obtained in [Z8]. The authors classify
the last peak area (566 nm) as newly formed fluorescent material. In our
work, this fluorescent material has been isolated in the least polar of the
chromatographic fractions (Fig. 5f). It should be noted that both

investigations were carried out in spring, period of high phytoplanktonic

growth.



The two peak areas (381 + 4 nm and 486 =+ 6 nm ) obtained in the
synchronous excitation spectra of the SFA before chromatographic
fractionation (Fig. 5a) correspond to the first and second class of
fluorophores, respectively. They show a higher fluorescence signal than
their correspondents of the marine DOM. Literature data shows that
independent of the origin of their fulvic acid, these compounds always
showed a characteristic band at 360 nm on conventional excitation spectra
{29].

After fractionation (Fig. 5b - 5f) a variety of fluorophores is seen for
both the marine DOM and SFA. Apparently it is the high fluorescence of
the SFA that results in the usually detected two classes only. Although the
fluorescence of these two classes seems to overlap the others, two
shoulders are seen in the peak area of the second class of fluorophores
(Fig. 5a). These shoulders come as real peaks in the chrom atographic
fraction 1(Fig. 5b). In fraction 2 (Fig. 5c), a wider variety of fluorophores is
seen.

The spectra of the chrom atographic fractions 3 and 4 for both classes
of organic matter are very similar. Fraction 3 (Fig. 5d) shows a
characteristic absorption band at 307 nm = 2, which presents a higher
signal in the marine DOM than in the SFA. This may be indicative of
protein-type fluorescence, as has been suggested [30), Investigating the
fluorescence of marine waters, the authors classify as humic substance-
type fluorescence those presenting Aem 420-450 and protein-type
fluorescence at Aem 300-340. The protein-type flucrescence shows that the
malerial may be of recent biological activity, as suggested in [31].

The least polar chromatographic fraction of the marine DOM shows
a band at 566 nm = 1 (Fig. 50). A fluorophore responsible for this

fluorescence may be associated with phycoerithrine, a colored



photoreceptor pigment of proteic nature present in red, blue-green and
cryptomonad algae. This pigment shows an emission band at 590 nm
when excited at 565 nm. The last chromatographic fraction has an
emission band at 585 nm when excited at 560 nm. Investigating the
fluorescence of the Black Sea, Coble and collaborators [32], conclude that
the fluorescence of surface seawater is associated with the growth of
microorganisms.

A selection of the fluorophores detected on both marine DOM and
SFA before and after chromatographic fractionation is seen in Fig. 6. Itis
now clear that the high fluorescence of the already stabilised two classos
of ﬂuorophore.s in the SFA had overlapped all vthers. Although of such
different origin, most of the fluorophores or fluorophore classes
detected in either the the marine DOM or SFA in the present work are
similar. Nevertheless, some fluorophores detected are exclusive to one
sample, These are: Aex/Aem 405423 nm (chromatographic fraction 5,
SFA), Aex/hem 525/543 nm (chromatographic fraction 2, SFA), hAex/Aem
566/584 nm (chromatographic fraction 5 marine DOM) as detected by the

synchronous excitation technique.
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Table I. Calibration parameters for the marine DOM, Synchronous

excitation had a 6=18 nm.

Method Linear regression

Conventional Emission (Aex350 nm)  y=-0.0177 + 0.0089x  r=0.9951
Synchronous Excitation (band 330nm) y = 0.0013 + 0.0276x r=0.9982
Sypch ronous Excitation (band 383nm) y=0.0306 + 0.0114x  r=0.8984
Synchronous Excitation (band 440nm) y=-00016+ 00179x  r=0.9872
Synchronous Excitation (band 564nm) y = 0.0019 + 0.0032x r=0.9883




Table ll. Calibration parameters for the SFA. Synchronous excitation had o
O=18 nm.

Method Linear regression equation

Conventional Emission (Aex350nm) vy =0.0214 + 0.0220x  r=0.9997
Synchronous Excitation (band 380nm) y=0.009 + 0.0259x r=0.9996
Synchronous Excitation (band 465nm) y=00014 + 0.0196x r=0.9989




FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Typical chromatograms for SFA (a), marine DOM (b), and
procedural blank (c). Mobile phase: KCI:ACN (4103 M, 2% A CN):100%
ACN.

Figure 2. Conventional emission. Fluorescence intensity per unit
organic carbon. Fixed excitation at 350 nm (a), and 450 nm (b). SFA (*)

refers to the SFA before being passed through the Sep-Pak tC18
cartridge.

Figure 3. Conventional emission spectra showing the maximum of
emission. Fixed excitation at 350 nm and 450 nm for both marine DOM
and SFA. TOC: marine DOM=200 mg1-}, SFA=27 mg1-1.

Figure 4. Conventional emission. Fluorescence intensity per unit
organic carbon (arbitrary units) for the cromatographic fractions. Fixed
excitation at 350 nm and 450 nm for both marine DOM and SFA.
Polarity of elution: fraction 1=10.11; fraction 2=10.11; fraction 3=9.80;
fraction 4=9.50; fraction 5=8.60.

Figure 5. Synchronous excitation spectra for the marine DOM and SFA
before (a) and after chromatographic fractionation (b, c, d, e, ). Polarity
of elution: fraction 1=10.11; fraction 2=10.11; fraction 3=9.80; fraction
4=9.50; fraction 5=8.60.

Figure 6. Synchronous excitation. Fluorescence intensity per unit
organic carbon for the marine DOM and SFA, (a) before

chromatographic fractionation, and (b) after chromatographic



fractionation. X axis refers to absorption bands taken from the

synchronous spectra. Intensity values of (b) represent the sum of those

obtained for each fraction.
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Abstract

Extending the flnorescence quenchiug single-ligand wode! of Ryan-
Weber, a nltiligand niodel that does not require a direct measure-
ment of the free metal ion concentration is proposed. It is shown that
the problem of inconsistent negative ligand concentrations, commonly
predicted by single-ligand models. may be overcome by using multi-
ligand wmodels. Finally. particular results concerning the conditional
stability constants and ligand concentrations for one-.

twor and three-

ligand cases are presented for soil fulvic acid. botl before and after

reverse phase HPLC fractionation.



1 Imtroduction

The understanding of some physical-chemical properties of natural organic
matter, usually referred as bmmic and fulvie acids, is very important due 1o
thicir ability to buffer toxic metals in the envivonment. Metal complexation
can increase the mobility of toxic metal ions and coutrol the proportion of
metal ions used as nutrients by microorganisms as well. Complexation may
also increase the exchange of toxic metals at the interface solid/aqueous phase
of natural mineral sites.

A direct method for studyving the metal binding properties of dissolved
organic matter was proposed by Ryan and Weber (RW)H . The method
models the fltorescence guenching of humic substances by a paramagpetic
metal ion such as Cu{ll}. Other models have also been proposed. c.g.. a
multiligand model used by Holm™ % and the Perdue and Lytle®. model
whiclt assumes that the ligand concentrations are normally distributed in
respect to the logarithm of the stability constant. See Sposito® for a review
of related models.

An adaptation of the RW model to include multiligands was reported
in Ref.[") ; however, lhe. final result was an equation identical to the single-
ligand model. except that the one-ligand stability constant was replaced by an
“average stability produet.” In the present work a modification of the original
RW model is nroposed in order to include multiligands with 1:1 complex
formation. A difliculty we have faced. is that the obtained equation does not
seetn amenable to standard numerical tegression methods needed to calculate

the parameters of interest. i.e.. stability constants and the concentrations of

3



binding, ligands, Ta the second half of Section 2 an approach is indieated to
solve this problem.

The aims of this work can be summarized as follows.

(i) Presenting a multiligand generalization of the RW 1-ligand model. and
to show how the parameters of interest can be estimated.

(ii) Showing that the problem of negative ligand concentration valucs
(so common in I-ligand iittingsw‘ 8.9.10.11. 13} ) may be overcome by using
multiligand models.

(iii}) Comparing the results of N-ligand cases with .V = 1.2 and 3. for

some experimental data.

2 Theory

The measured fluorescence intensity [ is the sum of the fluorescence of the
free ligands and the bound ligands in the sample. The maximum fluores-
cenee signal will be normalized to 100 and the mivitum Auorescence [AML
ix obtained from a titration curve. Experimental condiions are set in a wav
that metal complexation by inorganic ligands and hyvdrolysis are considered
negligible.

The basic parameters of interest are the tth ligand concentration CL,.

and the corresponding conditional stability constants at given experimental
conditions
ALy
}\.'2 TL_'TT' P = 12.\' 2.
SR 2

where 2V is the number of different ligands. [A] is the free mietal concentra-

-



tion. [ML,] the concentration of metal bound to the ith lgand and (L] the
total concentration of uncomplexed th ligand.

Mass balanees are given by

N

CM = [M]+ S (ML (2.2)
=1

CL, = (L] + [MLy] (2.3)

hiere C M is the total metal ion concentration.
By combining 2.1 and 2.3

(M) K, CL;

(ML) == Al (2.4)

The fundamental hypothesis usually made when using fluorescence measure-
wents is that quantum efficiencies do not depend on the ligand and that
they vary linearly with binding. In the case of titration of fulvic acids with
Cu(ll) the quantum efliciencies has been found to vary linearlv with metal

concentrations up to 3 x 1073 M2 M Under the above hvpotheses

100-17 3V (ML

100~ 1ML~ v CIL

with, as already anticipated, [ being the measured fluorescence itensity. In

what follows we shall make use of the relative fluorescence x defined by

100 - [

100 - IML

From 2.2

N Y
M =CM=3NML =CM > CL,:

=] 1=
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alter substituting this expression into 2.1 aud making sone simple manipu-

fations one obtains the mam equafion

M R K, CL,
Vs Y % L4 K,(CM —\Y%,CLy)

). (2.5)

Notice that for N =1 this equation is reduced to the original RW modelll} .
The main equation describes the titration of a metal ion as a funetion
of stability constants and ligand concentrations in the medium. By using
Auorescence intensity T (or the corresponding x) and metal ion concentration
C'M one should be able to estimate the best A; and CL, values from 2.5.

For N = 1 the parameters K, and CL, can be caleulated from curve

fitting by standard nonlinear regression methods. Notice that the mainy

equation is an implicitly funetion of y for large .V: below it is described
an approach to estimate A, and C'L; Ly means of the main equation.
From the titration curve a noulinear fitting with ¥ = 1 is applied to

obtain the value of 7ML and then the x values are caleulated. Now consider

the function

cM Al K, CL _
GICMA) = |y —{5—— -} 2 .l
i CL, ; 1+\ T2, CLy)

(lx} denotes the absolute value of z). If the v experimental pair of points

are piven as (CM,. xm).m = 1.2... ., v. the best A and CL; values are

estimated as the values such that the error function

E{!\',.CL,) = Z G{CJJ,,,A \m)

=1

attains its minimum. Certainly. the ideal case is £ = 0,



311;1‘0 E is a eather involved function of the parameters i amd CL;.
we have found the standard munerical rontines!!® were not able to 1ini-
mize E; one is then foreed to try an alternative way to cotnpute its mini-
mum. such as to estimate it from direct evaluations. First fix a wide range
of K and CL; values. choose an arbitrary point in this domain. say Ko and
CLio.i = 1.2...N. and caleulate E(K,o.CLig). Then another point K,
and CLy; is selected at random (with uniform dist ribution) in those ranges
and E(K.CL;,) compared with E(R0.CLig): discard the point with
larger error function value and. if necessary. rename the other as K. CL, .
Repeat this loop several times. Then change properly the ranges of K, and

CL,; values and agrin repeat the whole vrocedure.

After a sufficiently large number of iterations this procedure should find
a good approximation for the best fit values of Ky and C'L,. The linal step
is performed by fixing the found &; and C1.,. except A, and plotting E as
a function of K in a veighborhood of the candidate for K. and graphically
check if a minimum lLas actnally been found. Then verify that F has a

minimum near the candidate for CL, by plotting it against ("L, with the

found K, K;. CL,. ... Kn.CLx fixed. and so on.

The above described method has succeeded in finding minimum values

of the error function E. In order to test the method. it was applied to the

case .V = 1 and the results compared to the values obt ained from nonlinear

regression: the agreement was excellent. In Section 4 this procedure is applied

tosome experimental data with V = 1. 2 and 3. We remark that all numerical

caleulations were done on 2 microcomputer { Macintosh Quadra S40AV),

=i



3 Experimental Section

A well characterized soil fulvic acid (SFA) was gently provided by Prof. J. H.
Weber from the Department of Chenist ry of the University of New Hamys-

shire. USA. Details of its isolation, extraction and characterization pPrOCE-
dures are deseribed elsewherell?

In the present iuvestigation, the SFA has been fractionated by reverse
phase high performance liguid chromatography (RP-HPLC) as described
ini'3 using a KCl:acetonitrile as part of the mobile phase instead of sodium

acetate:acetonitrile KCl (Suprapur grade, Merck, Germany) was used at a

concentration of 4x 1073\ and added 2% acetonitrile. All other conditions

as well as the RP-HPLC equipment were the same as described infl8

As part of a broader project which investigates the complexing properties

of seawater. the SFA was processed in a similar way as the marine samples,

to make possible any future comparison. The isolation procedure consisted

of passing a solution of SFA (0.1 mg.1™") through a conditioned Sep-Pak

tClx cartridge. The couditioning procedure is described ind® A seawater

sample poor in fluorescent organic matter was used as base for dissolving

the SFA and also for procedural blank to be ysed in the chromatographic

fractionation. Organic matter removal was obtained by acidifing it to pH 3

with HCl {Suprapur grade. Merck. Germauny). passiug through two Sep-Pak

tCI8 cartridges. and then submitted to U.\" irradiation (1 kW) for 0 to 10

hours in Teflon capped quartz tibes.

After treating the SFA solution through the Sep-Pak tClI8. the cartridpe

was washed with 20 ) of Milli-Q water {Millipore. Bedford, MA UsSa)



to remove salts. The retained SFA was eluted with a sohution of methanol
(HPLC grade. 1. T. Baker):H,0. 85:15 {v/v}. The eluate was then (reeze
dried. "The dried sample (SFAsp) was then resuspended in 1 mtb of 4 x 107371
KCL filtered through 0.45 pm membrane filter {Sartorius) and finally iujected
into the HPLC system for the chroinatographic fractionation, Four [ractions
of differing elution polarity were collected and freeze dried. Each of these
fractions were considered as independent samples and titrated with copper
and the fluorescence quenching monitored.

SFAL refers to the first thromatographic fraction and the mos polar one,
having a polarity of 10.11. SFA3 corresporids to the third chromatographic
fraction and its polarity is 4.80. SFA4. the fourth chromatographic fraction.
presents a polarity of 9.50. The last and least polar of all chromatographic
fractions is the sample referred as SFAS. Its polarity has been calculated to
be 8.60.

Al laboratory material was washed with 3 HNO; and then left in a
solution of 0.8\ of HNO; until use. Al m.aterial was rinsed with Millj-

Q water immediately betore use The fluorescence (quenching measurements

were performied in quartz cuvetes first washed with alcohol (BDH Ltd.. Poole.

England) and rinsed with Milli-Q water to remove OFganic matter. washed

twice with 63 HNQ, (Analytical grade. Fluka Cliemie) to remove metal and

inally rinsed with Milli-Q water.
Due to its low copper complexing capacity.200 HEPES {N-2-hivdroxyethyl-
piperazine-N-2-cthanesnlfonic acid. high puritv. Fluka Chemie. Switzerland)

was used as a buffering agemt in alj titration experiments. The utilization



of HEP'ES in finorescence quenching has been sugpested by Ventry, ot al.
{1991). onee it does not interfere on the Ruorescence measurements.

The ionie strength was adjusted to 1.5 x 1072\ with KCl (Suprapur.
Merck)., Dwring titration the pH was kept at 7.00 £ 0.05 (Standard pH
meter. model pHm&2-Radiometer, Copenliagen) and whenever necessary it
was adjusted with either NaOH (Carlo Erba) or HCI (Merck) diluted and
filtered solutions (0.450n membrane filters, Sartorius).

A 1072\ copper ion stock standard solution was prepared using the
nitrate salt {BDH Ltd.. England) in Milli-Q water and adjusted to pH 4.
Daily use copper solutions were prepared from the stock and filtered through
0.45pm membrane filters (Sartorius). and used throughout, These ranged
from 1073M to 1073M of copper concentration.

A Jasco spectrofluorometer (mod. FP 770) was used in fluorescence mea-
surements. Fluorescence values were measired at the maximum emission
(450 1) with excitation at 350 nm. The excitation and emission monochro-
mators were set to 5 and 10 nm respectively. Statter was followed by Ravleiph
measurements at 450 nm excitation wavelength. As suggested in.l 7 when
scattering value had doubled over the initial metal-free reading it was as
sumed that precipitation or aggregate formation had begun. thus any exper-
imental point at higher metal concentrations was not used in the calculations.
Working temperature was kept at 21+1 °C.

‘Total organic carbon (TOC) was analyzed in all samples and a ('-onm'u-—
tration of approximately 5 mg.1™! was present in the titration cell. For this

purpose a Dohrimann DC-190 TOC analyzer was used.
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4 Results and Discussion

In Table 1 the average values of the stability coustants and N-ligand coneen-
trations are presented for & = 1.2 and 3. The presented errors are standard
deviations from three replicas. The inconsistent values. i.e.. with negative
tigand concentrations. are referred as ‘iucousistent:” this phenomenon has
been found only under the hypotheses of N = 1 (recall that in this case the
parameters were also computed by direct noulinear fitting of the data). In
what follows we shall take into account the ANOVA and Scheffé's Multiple
Contrast Test!!8 performed at a signiticance level of 0.1, whose results are
also summarized in Table 1. It is assumed that K, < A, < K.

in Figure 1 a typical titration curve is presented. as well as the 1-ligand
model curve using the best fitting parameters. In Figure 2 an example of the
error function E(R;. CL;). defined in Section 2. is presented: its minitnum is
for the estimated values of K. C'L;. For N = 2 four of such plots have to he
checked and. for .V = 3. six plots.

There have been some controversies about the uature of negative 'L
values: it has been attributed to (i) very small ligand coucenrration. 3 3 1]
(i1) insullicient number of titration points to get a proper couvergence fitting,[8 9 10]
{i11) questions related to the numerical technique employed. M1 (74

the

possibility of strong covariance among the fitting parameters.!2 13 a4

also (v} the necessity of multitigand modelsi® 51 Figare 3 sxupports the

latter explanation: it shows four Iligand curves. with fitting parameters

(R CL)L (R, CLy) (Ky.CLy obtained from our Jtigand model amd the

“unphysical” parateters from 1-ligand fitting where A = 6.76 x 10 and ¢'[, =

11



LG < 1077 Al enrves were plotted using /ML = 39.6. For small total
metad concentrations the “unphysical” curve closely follows ihe eurves with
larger values of K. ie.. I3 and Ky however. for large total metal concen-
trations it approximates the curve with the smallest stability constant, i.e..
K. This behavior has been observed in all cases with inconsistent CL values
that we have checked. Although it strongly indicates the failure of single-
ligand models to describe such titration curves, the 1-ligand model visually
flits quite well the experimental data, even if inconsistent parameter values
take place.

It is outstanding how the SFA-sample can be very well described by a
single-ligand model. since the 2- and 3-ligand models reproduce the 1 ligand
stability constant. and the ANOVA test indicates that also the ligand con-
centrations do not change with increasing nimber of ligands. as it is shown
in Table L. On the other hand. although the SFAl-sample does not lead to
inconsistent CL value for 1-ligand model it should be described by .¥V-ligand
models with .V at least equal to 2. The single-ligand model seems useless

for SFAsp. SFA3. SFA{ and SFAS. since the found stoichiometric concentra-

tions were negative in those cases. For the samples SFA3 aud SFAJ at least
3-ligand models should be used. and for SFAsp and SFA5 2-ligand models
seem to be adeqnate.

Notice that the C'L variability from sample to saniple is relatively small.
maybe this is due to the fact that each sample represents. in some

way. a
part of the total SFA.
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5 Conclusions

A maltiligand adaptation of the RW single-ligand model was proposed. It
cnabled a mudtiligand study of the metal binding properties of dissalved
organic matter, with I:1 complex formation. that does not require a direct
measurement of the free metal ion concentration. Unlike the single-ligand
vase. the (K. CL) parameters in the multiligand model are ditficult to be
estimated by standard mumerical routines and. taking advantage of the power
of current microcomputers. a procedure based on direct evaluation of the
crror function is proposed. Its application to some experimental data showed
that the problem of negative ligand concentrations. commonly found in the
single-ligand case. may be overcome by using multiligand models.

Simple inspection of the titration curve does not seem to be enough to
predict the minimun number of ligands necessary to describe the metal com-
plexation. Different possibilities can ocenr: samples very well deseribed by
single-ligand models: samples with nonnegative single-ligand CL values but
that tequire at least 2-ligand models to be characterized: samples with neg-
ative single-ligand C'L values that are well characterized by 2-ligand models.
and those requiring at least 3-ligand models.

The model here described is being used as a tool to study the

complexa-

tiots properties of marine dissolved orgauic matter fractionated according to
its polarity. as indicated in Secfion £ of the present work. These results will

appear 1 a future publication.
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Figure Captions

Figure 1

Titration enrve (o) of a SFA replica. The dashed line is the I-ligand theo-
retical curve with (A, C'L) values obtained from noulinear best fitting. Here

TML = 013 R = 234 x 10°.CL = 155x 1073,

Figure 2

The Error Function for a replica of SFA5. R and €L, are kept fixed and
equal to the best fitting values. but C'Ly that covers a range containing the

candidate for the the minimum of E(R,.CL) (here CLy = 1.39 x 109y,

This graphical test has to be done for each value of A and C'Ly.

Figure 3

Comparison of theotetical 1-ligand curves for different (K. C'L) values taken
{rom the best fittings for oue replica of SEA3: full line, igand model (A" ~

6.76 x 10" and CL = —1.16 x 1073). The other curves for (K;.CL,) from

the maltiligand model 2.5, with N = 3. (Ki,CLy): - « - - (K. CLy):
- (K3.CLy). Tnall cases JML = 39.6.
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Table Caption
Table 1

I aud CF valnes obtained with the one-. two- and three-ligand model sim-
ulations in (base 10) logarithmic seale. SD indicates Standard Deviations
from the mean of triplicate values. On the last line of each row the stalis-
tically significant differences obtained from ANOVA and Scheffe's tests are

presented. “inconsistent” stands for predicted negative ligand concentration.

I
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I-Ligand Model 2-Ligand Model 3-Ligand Model
Sam ple K+SD CLxSD K;=SD CL;+=S8D Kj=SD CL;=5D
(log) (log) (log)
551£0.12  -4.74+007 | 541:0.14 -496:022 | 546+012 —569+095
SFA 541%0.14 —570«10 | 549:006 —526:0.79
557£002 -681=1.21
ANOVA) > | Ky=Kg Cli=Clg [Kij=Kx=K3 Cl1=Clo=Cla
inconsistent 470+0.13 -6.112087 | 4632023 -551+0.18
SFAsp 549:0.14 -606x1.00 | 547+046 -576+055
5572064 —6.04+0.59
IANOVA) —> K2 Kg Cli=Clz [K#Ky=Kz C1;=Clo=Cl;
524003  ~541:011| 802006 -588+0.17 | 4804006 —555:0.08
SFA1 550£0.10 - 529+004 | 5472018 -5.99+0.98
6.30£0.76 - 5.60+0.59
IANOVA) —> Ki#Ka Cli=Clg | Ki#Ko=Kj Cly=Cla=Cl3
inconsistent 454x0.02 -5912004 | 4.63+t00 -553:0.05
SFA3 570+0.14 —588=008 | 6182001 —578+0.11
7.12:0.17  -6.36+0.27
LANOVA)—» | Ki#2Ks Chi=Clg | KKKy Cl12CloeCly
inconsistent 462:¢005 -650+030 | 466:006 —611+046
SKFA4 4.80£0.10 - 658x009 | 558+025 -666+023
6.28+0.16 -658+1.06
ANOVA) — | KKy Cli=Cly | Kj#KorKg Cly=Cla=Ci4
inconsistent 465+0.10  -743+024 | 4712003 -610+0.77
SFA5 569+0.07 ~757:032 | 592:030 6226045
6.37+0.16 - 6.28+0.60
VANOVA) —» K=Ky Cl1=Clg Ki#Ko=Kg Chi=Cl=Clg
Table 1
.
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