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RESUMO

14

O tema chave do trabalho desenvolvido nesta tese € o transporte e
acumulacdo de metais e espécies organicas e inorganicas nos meios aquosos. Os
mecanismos de complexagdo por ligantes naturais ou artificiais, ocupam uma
situac&o importante nestés processos.

O trabalho desenvolvido consistiu inicialmente na utilizacdo das técnicas de
titulagio potenciométrica e fluorimétrica para realizar estudos de equilibrio entre
ligantes naturais e artificiais com os ions metélicos e/ou espécies orgénicas e
inorganicas.

A titulacdo potenciométrica foi utilizada para estudar o comportamento do
ligante artificial, o 1,4,7,13,16,19 - Hexaaza - 10,22 - dioxaciclotetracosano
(OBISDIEN), conhecido por sua reconhecida capacidade para formar complexos
mono- e binucleares com ions metalicos e varios &nions organicos e inorganicos.
Neste trabalho foram determinadas as constantes de associacéo e as constantes de
formacgdo dos complexos do OBISDIEN com os anions brometo, sulfato, selenito e
selenato na auséncia e na presenca dos ions metdlicos Cu™, Zn** e Mg®. O
resultado marcante é a evidéncia de uma complexacéo seletiva de ions selenato em
presenca destes metais, na faixa de pH das aguas naturais. Este resultado indica
que o ligante, particularmente na presenga do ion Cu®, pode ser utilizada para se
desenvolver métodos de extracdo ou de concentracdo de selenatos em aguas
naturais.

Os resultados encontrados para os sistemas envolvendo o complexo receptor
OBISDIEN-Cu(ll) evidenciam que este complexo forma espécies supramoleculares
com os ions brometo, selenito e selenato. O equilibrio competitivo do ion Br" e as
espécies de selénio mostram que os ions Se0,” estdo complexados na faixa de pH
de 2 a 12 enquanto os ions Se0;” e Br permanecem livres em solugdo. Na
auséncia de metal, foi verificado um comportamento oposto entre selenato
apresenta uma constante de associag&o que diminui com o aumento da protonag&o,
enquanto o selenito apresenta um aumento dessa constante. A explicagdo pode vir
das ligagdes de hidrogénio, envolvendo o nitrogénio protonado do ligante e os

oxigénios do anion inorganico uma vez que o selenito, retém um préton em quase
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toda a faixa de pH, interagindo assim mais fortemente com as espécies mais
desprotonadas do macrociclico.

Nos sistemas envolvendo os complexos receptores com 0s Zn* e Mg®, a
interagdo entre o anion e o centro bimetdlico desses complexos aumenta na ordem
Br < SO.% < Se05> < Se0,*". Com estes ions metalicos, as espécies complexadas
aparecem acima de pH 6,0. As espécies binucleares predominam em ambos 0s
sistemas e as espécies hidroxidas aparecem em valores de pH mais elevados. Os
complexos formados com o ion magnésio sdo menos estaveis que os formados com
o0 ion zinco.

A titulacdo potenciométrica foi utilizada ainda neste trabalho para verificar as
propriedades acido-basicas da selénio-cistina e selénio-metionina com o objetivo de
precisar as condigbes 6timas de pH para a separagdo dos dois complexos por
cromatografia liquida acoplada a um ICP/MS, baseada na formagéo de pares
idnicos. O conhecimento dos pKas e da distribuicdo das espécies permitiu-nos
trabalhar na faixa de pH em torno de 3,5, onde as formas zwitteribnicas estéao em
equilibrio com as formas carboxilicas monoprotonadas dos selénio aminoacidos.

A titulagdo fluorimétrica foi utilizada com o objetivo de precisar os limites de
aplicagdo e propor algumas solugdes para minimizar as principais dificuldades
deste método proposto por Ryan e Weber para determinar as propriedades
complexantes das substancias himicas fluorescentes. A substancia humica utilizada
neste trabalho foi o acido fulvico Suwannee River.

Para a determinacdo de K, é proposto um método baseado na medida da
tangente a origem da curva de extingdo da fluorescéncia que permite parametrizar
somente dois pardmetros ao invés de trés. Este método foi aplicado as aguas
naturais coletadas no rio Garonne em Bordeaux Franga porém concluimos que o
método proposto por Ryan e Weber ndo se aplica bem a este sistema porque
considera um s6 tipo de ligante (modelo mono-ligante) enquanto nas aguas
naturais, as substancias himicas parecem ser caracterizadas por constantes de
complexacéo diferentes (modelo multi-ligante). Foram ainda realizados estudos do
efeito do pH sobre os espectros de fluorescéncia onde para os espectros de
excitagdo, nés localizamos duas regiGes com comportamentos diferentes. Uma
regido parece ser dominada por croméforos contendo grupos carboxilicos e a outra
provavelmente por grupos fendlicos.
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Posteriormente, foram determinadas as concentragdes de tl_g, P\b, Cg, Se, As,
Sn, U, Zn, Ni, Cu, S7b, Sr, Pg e Ag em sedimentos de superficie provenientes de
mangues, lagoas e da Baia Sul, na ilha de Santa Catarina. Os resultados mostram
que em varios sitios, as concentragdes de metais como Pb, Se, As, Sn, U e Ag séo
maiores que as respectivas concentragcbes médias elementares para os sedimentos
enquanto metais como, Cd, Zn, Ni, Cu: Cr, Pd, Sb e Sr apresentam baixas )
concentragdes. A andlise estatistica dos dados ilustra distingdes que ocorrem entre
as zonas o qual incluem a Baia Sul e 0 mangue do Itacorubi (sob uma influéncia
antropogénica) e a zona da Lagoa do Peri onde a influéncia natural € predominante.
Na lagoa da Conceigdo, foram encontradas concentracdes—de metais muito
proximas dos valores medios achados nos sedimentos. Isto € uma evidéncia de que
nesta lagoa aportes naturais e antropogénicos apresentam contribuicbes
claramente definidas.

A ordem decrescente de aportes antropogénicos encontrados € a seguinte:
mangue do ltacorubi > baia sul > lagoa da Concei¢gdo > mangue do Tavares >
mangue do Ratones > lagoa do Peri.
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ABSTRACT

The key theme of this work is the transport and accumulation of metals and
organic and inorganic species in the aquatic systems. The complexation
mechanisms for natural and artificial ligands, are important factors in these
processes.

The work in a first moment employed potentiometric titration and fluorimetric
titration for the equilibria studies involving natural and artificial ligands, with the
metallic ions, and/or organic and inorganic species.

The potentiometric titration was employed to study the behavior of the artificial
OBISDIEN ligand, Known for its remarkable capacity to form mono- and binuclear
complexes with metallic ions and organic and inorganic anions. In this work, we
estimated both the association and the formation constants of OBISDIEN complexes
with bromide, sulfate, selenite and selenate anions in absence and presence of the
Cu®, Zn* and Mg® ions. The outstanding result is the evidence of a selective
complexation of the selenate ion in presence of these metals ions, with a pH range
corresponding to naturals waters. These results indicate that OBISDIEN can be used
to develop selenate extraction or concentration methods applied to natural waters,
particularly in presence of Cu® ions.

The results found for the systems involving the aceptor complex OBISDIEN-
Cu(ll) shown that this complex form supramolecular species with bromide, selenite
and selenate anions. The competitive equilibrium of Br ions and the selenium
species shows that Se0,% ions are complexed in the pH range 2 - 12 while Se0s*
and Br’ ions stay mostly free in solution. In the metal free system, we observed an
opposite behavior between selenate ion for which the association constant decrease
as the with the increase of the protonation degree of OBISDIEN increases and while
selenite ion shows an increasing value for this constants. This fact could be
attributed to the hydrogen bondings involving the protonated nitrogen of the ligand
and the oxygen of the inorganic anion because the selenite ion exist mainly as
protonated species interacting stronger with the most deprotonated form of the
macrocycle.

In systems involving the aceptor complexes and the Zn* and Mg®, ions, the
strength binding of increases in the order Br < SO < Se0;” < Se0,*". With the
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metallic ions, the complexed species appears above pH 6,0. The binuclear species
predominate in both systems and the hydroxo species appears in higher pH values.
The complexes formed with the magnesium ion are less stable than zinc ions.

The potentiometric titration was also utilized to verify the acid-base properties
of the seleno-cystine and seleno-methionine with the purpose.to find the optimal pH
values for separation by liquid chromatography coupled with a ICP/MS and based in
the pairs-ionic formation. With the pKas and the species distribution we could work
at pH values around 3.5 where the zwitterionic forms are in equilibrium with the
monoprotonated carboxylic forms of the seleno aminoacids.

The fluorimetric titration was used to verify the application limits of this
technique and to suggest solutions to minimize the majors difficulties of Ryan and
Weber's method to determine the complexing properties of the fluorescent humic
substances. Fulvic acid from the Suwannee River was the humic substance
employed.

To determine the K value, we proposed a method based on the fluorescence
quenching curve. This method permits to determine two parameters while the Ryan
and Weber methods allows three. Our method was applied for natural waters
sampled in Garonne river in France however, we observed that this method was not
appropriate for this system because it considers only one type of ligand (Mono-
ligand model) while the natural waters appear to be characterized by distinct
complexation constants (multi-ligand model). We also studied the effect of pH in the
fluorescence spectrum where for the excitation spectra, we verified two regions with
different behaviors. One region appear to be dominated by carboxylic groups and
the other region by phénolic groups.

We also determined the total concentration, of Hg, Pb, Cd, Se, As, Sn, U, Zn,
Ni, Cu, Sb, Sr, Pd and Ag in surface sediments of mangroves, lagoons and of the
southern bay from Santa Catarina Island. Our results showed that in various sites,
metals such as Pb, Se, As, Sn, U and Ag were found in concentration higher than
the mean elemental values in sediments. On the other hand, metals such as Zn, Ni,
Cu, Cr, Pd, Sb and Sr had very small concentrations. Statistical analysis showed
that differences occurred between the south bay and the mangrove of Itacorubi
zones (anthropogenic influence) and the Peri lagoon zone where the natural

influence is evident. In the Conceigdo lagoon, of concentration metals near the mean
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values were found. This is an evidence that in this lagoon natural and anthropogenic
inputs had contributions clearly defined.

The decreasing order of the anthropogenic inputs found is: mangrove of
Itacorubi > south bay > lagoon of Conceigdo > mangrove of Tavares > mangrove of
Ratones > lagoon of Peri.
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10 M de OBISDIEN e 2,5 X 10° M do ion selenito em presenca de 1,32 X 10 M
de ions brometo. L é a espécie completamente desprotonada do OBISDIEN e
HL*, H,L*, Hial¥, HL* e Hel®* sdo as espécies mono-, di-, tri-, tetra- e
hexaprotonada do OBISDIEN. SeOs> HSeOs e H,SeO; sdo as espécies
respectivamente desprotonada, mono- e diprotonada do ion selenito. H.LBr™,
HsLBr"* e HeLBr" s3o as espécies tetra-, penta- e hexaprotonada do
OBISDIEN:Br. LHSeOs;, HLHSeO; H,LHSeO;', HiLHSeO;”, H,LHSeO;” e
HsLHSeO;" sdo as espécies mono-, di-, tri-, tetra-, e hexaprotonada do
OBISDIEN:selenito.

Figura 18. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo 2,20 X
10" M de OBISDIEN e 2,5 X 10° M do ion selenato em presenga de 1,32 X 102 M
de ions brometo. L é a espécie completamente desprotonada do OBISDIEN e
HLY, HoL?, Hal*, HL* e HeL® sdo as espécies mono-, di-, tri-, tetra- e
hexaprotonada do OBISDIEN. SeO4*" é o ion selenato livre. H4LBr* e HeLBr** sdo
as espécies tetra-, e hexaprotonada do OBISDIEN:Br. HLSeO,, H:LSeO,,
HiLSeO,", HilSeO. HsLSeO, e HeLSeO.,* sdo as espécies mono-, di-, tri-,

tetra-, penta- e hexaprotonada do OBISDIEN:selenato.

Figura 19. Perfis das curvas de titulagdo potenciométrica das solu¢des contendo
a) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr; b) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr e 4,76
X 10 M de ions Cu®*; c) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 4,76 X 10° M de ions
Cu® e 2,36 X 10° M de fons Se0s>; d) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 4,76 X
10 M de ions Cu?, 2,36 X 10° M de ions Se0s> e 2,36 X 10° M de ions Se0,?
(a = moles de base adicionada por moles de OBISDIEN; t = 25,0°C; y = 0,100 M
(KCI)).

Figura 20. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo 2,36 X
10 M de OBISDIEN e 4,76 X 10° M de ions Cu(ll) em presenca de 1,42 X 102 M
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de fons brometo. HeL** & a forma hexaprotonada do OBISDIEN. HeLBr™ é a
espécie hexaprotonada do OBISDIEN:Br. Cu* é o ion Cu(ll) livre (aquo), LCu®,
HLCu*, H.LCu®, LCuOH’®, LCu,*, LCu,OH* e LCu,(OH),** sdo as espécies do
OBISDIEN:Cu*. H.LCuBr*, HsLCuBr* e LCuBr* representam a di- e
triprotonada, mononuclear e a binuclear desprotonada espécies de
OBISDIEN:Cu*:Br. LCu,OHBr** e LCux(OH),Br' sdo as espécies binucleares
hidroxo do OBISDIEN: Cu®:Br".

Figura 21. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo 2,36 X
10° M de OBISDIEN, 4,76 X 10° M de ions Cu(ll) e 2,36 X 10* M de ions SeO;”
em presenca de 1,42 X 102 M de ions brometo. HeL** é a forma hexaprotonada
do OBISDIEN. HeLBr** é a espécie hexaprotonada do OBISDIEN:Br. Cu** é o ion
Cu(ll) livre (aquo), LCUOH®, LCu,OH> e LCu,(OH),** sdo as espécies hidroxo do
OBISDIEN:Cu®*. LCu,* é a espécie binuclear do OBISDIEN:Cu®. H,LCuBr*,
HsLCuBr* e LCu,Br* representam as mononucleares di- e triprotonada, e a
binuclear desprotonada espécies de OBISDIEN:Cu®:Br. LCu,OHBr** e
LCu,(OH).Br" sdo as espécies binucleares hidroxo do OBISDIEN:Cu*:Br. SeOs>
HSeO; e H,SeO; sdo as espécies respectivamente desprotonada, mono- e
diprotonada do ion selenito. LCuHSeO;", HLCuHSeO;**, H,LCuHSeO:> e
H,LCuHSeO;* sdo as espécies mono-, di-, tri-, e tetraprotonada do
OBISDIEN:Cu*"Se03*". LCu;Se0s”*, LCu,0HSeO* e LCu,(OH),SeO; sdo as
binucleares e completamente desprotonadas e hidroxo espécies do
OBISDIEN:Cu*"'Se03*".

Figura 22. Curvas de distribuicdo das espécies para uma solugdo supersaturada
contendo 2,36 X 10° M de OBISDIEN, 4,76 X 10° M de ions Cu(ll) e 2,36 X 10*
M de ions SeOs> e SeO.” em presenca de 1,42 X 102 M de ions brometo.
LCu,Se0.* é a espécie binuclear completamente desprotonada do
OBISDIEN:Cu*:Se0,* e, LCu,0HSeO," e LCu,(OH),SeO, sdo as espécies
mono- e di-hidroxo. Cu®* é o fon Cu(ll) livre (aquo). H.LCuSeO.*, HsLCuSeO,*
sdo as espécies mononucleares di- e triprotonada do OBISDIEN:Cu*":SeQ4* .
Se0,” é o ion selenato e HsLSeO" e HeLSeO,*, sdo as espécies penta- e
hexaprotonada do OBISDIEN:Cu*:Se0,”. SeOs;> HSeOs e H,SeO; sdo as
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espécies respectivamente desprotonada, mono- e diprotonada do ion selenito.
LCuHSeO;", HLCuHSeOs** sdo as espécies mono- e diprotonada do
OBISDIEN:Cu**'Se0;*".

Figura 23. (a) Conformacdo estendida do complexo dizinco (II)-OBISDIEN. A
separacdo Zn-Zn é de 7,32 A°. (b) Na conformagao fechada, a separagéo Zn-Zn
€4,85A°.

Figura 24. (a) Conformagao estendida para a separagdo Mg-Mg igual & 7,35 A°.
(b) Conformacéo fechada para a separacdo Mg-Mg igual & 4,95 A°.

Figura 25. Perfis das curvas de titulagdo potenciométrica das solugdes contendo
a) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr; b) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr e 2,00
X 10° M de ions Zn?*; ¢) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions
Zn* e 1,00 X 10° M de ions SO.*; d) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X
10° M de ions Zn*, 1,00 X 10° M de ions SeO;*, e) 1,00 X 10° M de
OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions Zn**, 1,00 X 10° M de ions Se0s> e 1,00
X 10° M de ions Se0,? (a = moles de base adicionada por moles de OBISDIEN; t
= 25,0°C; p = 0,100 M (Kcl)).

Figura 26. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10° M e fons Zn* 2,0 X 10° M na presenga de 6,00 X 10° M
de ions brometo. H.LZnBr®, HsLZnBr* e LZn,Br* representam as
mononucleares di- e triprotonada e a binuclear desprotonada espécies do
OBISDIEN:Zn?":Br respectivamente. LZn,OHBr** é a espécie binuclear hidroxo
do OBISDIEN:Zn*:Br. HLZn* e LZn*" sdo respectivamente a monoprotonada e
completamente desprotonada espécies de OBISDIEN:Zn** e LZnOH" é a espécie
hidroxo. LZn,** é o binuclear complexo receptor. Todas as espécies néo
metalicas e o produto da hidrélise dos ions Zn(ll) ndo foram representados. Zn*
€ o ion Zn(ll) livre (aquo).

Figura 27. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10° M e fons Zn?* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10°* M de ions SO,
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na presenca de 6,00 X 10° M de ions brometo. HLZnSO., H.LZnSO/Z e
LZn,SO.%* sdo as mononucleares, mono- e diprotonadas e binuclear
desprotonada espécies do OBISDIEN:Zn*SO,* respectivamente. LZn,OHSO," e
LZn,(OH),SO, sdo as espécies binucleares hidroxo do OBISDIEN:Zn*"SO4*".
H,LZnBr**, HsLZnBr* representam as mononucleares di- e triprotonada espécies
do OBISDIEN:Zn?":Br respectivamente. Zn** é o ion Zn(Il) livre (aquo) e Zn(OH)s’
é o produto da hidrélise do ion Zn(ll). As espécies n&o metalicas n&o foram

representadas assim como as espécies com menos de 2% de formagao.

Figura 28. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10° M e fons Zn* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions SeO5”
na presenca de 6,00 X 10° M de ions brometo. LZn,Se0s>" e LZny(OH).Se0s séo
as espécies binucleares completamente desprotonada e di-hidroxo do
OBISDIEN:Zn?*Se0;>. LZnHSeO;', HLZnHSeOs” e H,LZnHSeO;” s&o as
espécies mononucleares e H,LZnBr* e H,LZnBr”, sdo as espécies di- e
triprotonadas do OBISDIEN:Zn*":Br. LZn," é a espécie binuclear do
OBISDIEN:Zn*. Zn* é o ion Zn(ll) livre (aquo) e Zn(OH); é o produto da
hidrélise do ion Zn(ll). As espécies ndo metalicas nao foram representadas assim
como as espécies com menos de 2% de formagéo.

Figura 29. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10° M e ions Zn* 2,0 X 10°M e 1,00 X 10° M de ions SeOs” e
Se0,” na presenca de 6,00 X 10° M de ions brometo. LZn,Se0/* e
LZn,(OH),SeO, sdo as espécies binucleares completamente desprotonada e di-
hidroxo do OBISDIEN:Zn**Se0.. H,LZnSe0.” e HisLZnSeO s&o as espécies
mononucleares. LZn,(OH),Se0; é a espécie binuclear di-hidroxo do
OBISDIEN:Zn**: Se0,> e LZn,SeO;”* é a espécie binuclear completamente
desprotonada. LZnHSeO;" e HLZnHSeO;** séo as espécies mononucleares Zn*
é o jon Zn(ll) livre (aquo) As espécies ndo metdlicas nédo foram representadas

assim como as espécies com menos de 2% de formag&o.

Figura 30. Perfis das curvas de titulagéo potenciométrica das solugGes contendo
a) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr; b) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr e 2,00
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X 10°® M de ions Mg?"; ¢) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions
Mg?* e 1,00 X 10 M de ions SO.Z; d) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X
10 M de ions Mg®*, 1,00 X 10° M de ions SO.> e 1,00 X 10° M de ions SeOs”,
e) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions Mg®*, 1,00 X 10° M de
ions SO.2: 1,00 X 10° M de ions SeOs> e 1,00 X 10° M de ions SeQ,” (a = moles
de base adicionada por moles de OBISDIEN; t = 25,0°C; p = 0,100 M (KCl)).

Figura 31. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10 M e ions Mg®* 2,0 X 10° M na presenga de 6,00 X 10° M
de ions brometo. H,LMgBr* e LMg,Br** representam as espécies mononuclear
triprotonada e binuclear desprotonada do OBISDIEN:Mg**:Br respectivamente.
LMg,OHBr** é a espécie binuclear hidroxo do OBISDIEN:Mg*:Br". LMg* HLMg™,
H,LMg*, HsLMg™ e LMgOH® s&o as espécies mononucleares OBISDIEN:Mg™* e
LMg." e LMg,OH* sdo as espécies binucleares. Todas as espécies néo

metalicas, o produto da hidrélise dos ions Mg(ll) e as espécies com formagéo

menores que 2%, nao foram representados. Mg? é o ion Mg(ll) livre (aquo).

Figura 32. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10° M e ions Mg 2,0 X 10° M e 1,00 X 10°® M de ions SO.%,
na presenca de 6,00 X 10° M de ions brometo. HLMgSO.’, H.LMgS0.* e
LMg.SO.>* sdo as mononucleares, mono- e diprotonadas e binuclear
desprotonada espécies do OBISDIEN:Mg* SO, respectivamente e LMgOHSO,"
é a espécie binuclear hidroxo do OBISDIEN:Mg?*S0O,>. Mg é o ion Mg(ll) livre
(aquo) e MgOH"* é o produto da hidrélise do ion Mg(ll). As espécies n&o metalicas
ndo foram representadas assim como as espécies com menos de 2% de
formacéo.

Figura 33. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10° M e ions Mg?* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10 M de ions SeOz*
e S04 na presenga de 6,00 X 10° M de ions brometo. LMgHSeOs",
HLMgHSeO3%*, Ho.LMgHSeO:*, HsLMgHSeO;* sdo as espécies mononucleares
mono-, di- tri- e tetraprotonada do OBISDIEN:Mg*SeOs* respectivamente.
LMg.SeO;" e LMg,OHSeO; sdo as espécies binucleares completamente
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desprotonada e hidroxo do OBISDIEN:Mg**Se03”. Mg** é o ion Mg(ll) livre (aquo)
e MgOH"* é o produto da hidrolise do ion Mg(ll). As espécies n&o metalicas néo

foram representadas assim como as espécies com menos de 2% de formagao.

Figura 34. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo
OBISDIEN 1,00 X 10°° M e ions Mg®* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions Se0s,
S0.2 e Se0.” na presenga de 6,00 X 10° M de ions brometo. HLMgSeO,"
H,LMgSeO.*, HsLMgSeO,” e LMg.SeO," sdo as espécies do sistema
OBISDIEN:Mg®*Se0.%. LMg,OHSeO," é a espécie binuclear hidroxo do sistema
OBISDIEN:Mg?*Se0.>. MgSO, é o sal de magnésio (Il). Mg** é o ion Mg(ll) livre

(aquo) MgOH" é o produto de hidrolise do Mg(ll). As espécies n&o metalicas nao

foram representadas assim como as espécies com menos de 2% de formagéo.

Figura 35. Perfis da curva de titulagéo potenciométrica para a solugéo contendo
9,40 X 10* M de selénio-DL-cistina (a = moles de base adicionada por mol de
selénio-DL-cistina; t = 25,0°C; p = 0,100 M KCl)).

Figura 36. Curvas de distribuigio das espécies para a solugéo contendo 9,40 X
10 M de selénio-DL-cistina. SeCys* é a forma completamente desprotonada do
ligante e HSeCys’, H,SeCys, HsSeCys* e H,SeCys®" s&o as formas mono-, di-, tri-
e tetraprotonada do ligante.

Figura 37. Perspectivas da molécula de cistina, a partir de dados cristalogréficos,
sob duas diferentes conformacdes: a) forma totalmente protonada (derivado
cloridrico) (Steinrauf, et al., 1958); b) forma neutra (zwitteriénica) (Beryl, et al.,
1959).

Figura 38. Perfis da curva de titulagao potenciométrica para a solugao contendo
9,95 X 10 M de selénio-DL-metionina (a = moles de base adicionada por mol de
selénio-DL-metionina; t = 25,0°C; u = 0,100 M KCl)).
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Figura 39. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo 9,95 X
10 M de selénio-DL-metionina. SeMet é a forma completamente desprotonada
do ligante e HSeMet e H.SeMet sdo as formas mono- e diprotonada do ligante.

Figura 40. Cromatograma da selénio-DL-cistina e selénio-DL-metionina obtido
por HPLC sob condicGes experimentais otimizadas. Fase estacionaria: fase
reversa, Hamilton PRP1. Concentragdo dos eluentes: 100 pg/L. Fase movel:
H,O/Metanol: 98/2. Acido pentano sulfénico 10° M. PH=3,5.

Figura 41. Influéncia do pH sobre a retengéo de dois selénio aminoacidos (SeCys
e SeMet) separados por HPLC/ICP-MS. Esta retencéo & expressa como k' (fator
capacitivo) = Tr - To / To, onde Tr € o tempo de retengéo de cada composto e To
é o0 volume morto da coluna.

Figura. 42. Diagrama de energia dos estados eletrénicos de uma molécula
poliatdmica (Becker, 1969):

So é o estado fundamental, Sj e Tj sdo respectivamente os estados singlete e
triplete.

Figura 43. Espectro de emissdo de uma agua natural (Agxc = 313 nm).

Figura 44. Representagdo esquematica da extingdo da fluorescéncia de um
ligante em presenga de ions metélicos paramagnéticos com o qual seu complexo
n&o fluorescente é formado.

Figura 45. Simulagdo baseada na expressdo de Ryan e Weber da variagéo do
perfil das curvas de extingdo da fluorescéncia do acido flulvico Suwannee River.
K=2X10°M"; Iy = 20%

Co=1:5X10°M; 222X 10°M; 3: 10° M; 4: 5 X 10° M; 5: 10° M; 6: 107 M.

Figura 46. Mapa com a localizagdo das amostras de agua coletadas.
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Figura 47. Espectro de emissdo do acido fulvico SUwanne River e a extingdo de

sua fluorescéncia em presenga de ions cupricos.

Agxe. = 313 nm; pH = 6,2

[Cu*]1=1:0,0;2:6 X10°M; 3: 30 X 10° M; 4: 80 X 10° M. 141

Figura 48. Espectro de emisséo do acido fulvico Suwanne River e a extingdo de

sua fluorescéncia em presenca de ions cupricos.

Aexe. = 370 nm; pH = 6,2

[Cu*]=1:0,0,2: 6 X 10°M; 3: 30 X 10° M; 4: 80 X 10° M. 142

Figura 49. Espectro de excitagdo do acido fulvico Suwanne River e a extingao de

sua fluorescéncia em presenga de ions cupricos.

Aovs. = 445 nm; pH = 6,2

[Cu*]=1:0,0; 2.6 X 10°M; 3: 30 X 10° M; 4: 80 X 10° M. 143

Figura 50. Parametros obtidos por regressédo néo linear de duas series de pontos
experimentais obtidas a partir de duas experiéncias independentes de extingao
da fluorescéncia do AFSR (10 mg/L) em presenca de ions cupricos (pH = 6,2). 145

Figura 51. Efeito da diluicdo sobre o perfil das curvas de extingdo da
fluorescéncia do acido fulvico Suwannee River. - 147

Figura 52. Curvas de extingdo da fluorescéncia do &cido fllvico Suwannee River
e tangente & origem em fung&o da concentragdo de ions cupricos para diferentes
concentragdes de acido fulvico. 149

Figura 53. Efeito da diluigdo sobre os valores de C, determinados pela tangente a
origem das curvas de extingdo obtidas para diferentes concentragbes de acido
fulvico. 151

Figura 54. Espectro de emiss&o de fluorescéncia de 4gua da garonne coletada
proximo de La Réole e a extingdo de sua fluorescéncia em presenca de ions
cupricos.
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Aexe. = 313 nm; pH = 8,1
[Cu®]=1:0,0;2: 12 X 10°M; 3: 40 X 10° M; 4: 60 X 10° M.

Figura 55. Comparagdo entre as curvas experimentais de extingdo da
fluorescéncia de trés aguas do Garonne coletadas (A) Pauillac, (B) Langoiran e
(C) La Réole e suas respectivas curvas de extingdo simuladas baseadas no
modelo de Ryan e Weber.

—— : Curvas experimentais
----- : Curvas tedricas calculadas com a ajuda dos parametros reproduzindo de
forma satisfatéria o perfil inicial das curvas experimentais.
(A): K= 1,48 X 10°M™; C_= 10° M; Iy = 47,9. (B): K= 0,49 X 10° M™; C_ = 10°®
M; Iy = 67,5. (C): K=2,09 X 10°M™; C. = 10° M; I = 52,5.

Figura 56. Espectros de fluorescéncia do AFSR (10 mg/L) & diferentes pH: a)
A’Exc_= 313 nm, b) xExc = 370 nm.

Figura 57. Expectros de. excitagao da fluorescéncia do AFSR (10 mg/L) a
diferentes pH: Aops.= 445 nm.

Figura 58. Mapa da itha de Santa Catarina com as suas caracteristicas geograficas.

Figura 59. Localizagéo e coordenadas geograficas das amostras de sedimento de
superficie coletadas na ilha de Santa Catarina.

Figura 60. Histogramas para as concentragdes de Hg, Pb, As e Sn contra os
sitios de coleta dos sedimentos de superficie. As concentragbes sao expressas

em pg/g. A linha reta representa a composigdo média elementar determinada
para os sedimentos (Salomons ef al., 1983).

Figura 61. Histogramas para as concentragées de Cd, U, Se e Ag contra os sitios
de coleta dos sedimentos de superficie. As concentragdes sdo expressas em

Mg/g. A linha reta representa a composi¢do média elementar determinada para os
sedimentos (Salomons et al., 1983).
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Figura 62. Escore plot dos componentes principais das amostras de sedimento de
superficie da ilha de Santa Catarina nas novas coordenadas de espago definidas
pelos dois primeiros componentes. A varianga retida para cada eixo do
componente principal é mostrada em paréntesis. Os clusters delimitados por

linhas idénticas correspondem as regides geograficas similares. 181

Figura 63. Loadings plot dos dois componentes principais mostrando as
interrelacdes entre metais nas amostras da ilha de Santa Catarina. 182
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Tabela 9. Coeficientes de multipla correlagao (R%) para as concentracbes de
metais contra ambos e isolados; granulometria (< 0,062 mm) e matéria organica e
os coeficientes de correlacdo parcial (r,) contra granulometria (< 0,062 mm) e
matéria organica. G0062 é a granulometria (< 0,062 mm) e ORG.MAT é a matéria
organica. ns &€ nao significante. 178
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O aumento crescente de metais pesados de origem essencialmente
antropogénica, necessita de mais e mais do conhecimento de dados analiticos.
Para responder a esta demanda, métodos de analise (Espectroscopia Atémica, ICP-
MS acoplado a métodos Cromatogréficos ...) cada vez mais eficientes e sensiveis
estdo em continuo desenvolvimento. Entretanto, se os teores globais em metais s&o
dados quantitativos importantes, o conhecimento das formas quimicas sobre as
quais encontram-se associados ou complexados esses metais sdo também de
grande importancia. Junto com os mecanismos de formacao e seu transporte, estes
elementos sdo iguaimente de interesse fundamental para a avaliagdo do impacto,
da toxicidade e do futuro destes metais nos meios naturais.

Estes fen6menos sdo regidos em grande parte pelas interagdes entre os ions
metalicos e as espécies organicas e/ou inorgénicas presentes naturalmente ou que
sdo introduzidas artificialmente no meio ambiente. Os mecanismos de formacao dos
complexos constituem uma parte importante destes fendmenos. Eles constituem em
particular, uma fungao importante para a bio-disponibilidade e para o transporte de
metais nos ecossistemas. Esta é a razdo pela qual a complexagdo de metais com
espécies organicas efou inorganicas de importancia ambiental, tem sido muito
estudada. Este estudo foi um dos objetos principais deste trabalho o qual
desenvolvemos e no qual, nés procuramos aportar uma contribuicdo para o
conhecimento de algumas reagdes de complexag¢ao entre alguns metais e ligantes
naturais e/ou artificiais com o emprego de varias técnicas.

Dois tipos de ligantes foram utilizados neste trabalho para estudar os
processos de complexagcdo entre ions metélicos e os anions organicos efou
inorganicos: o ligante natural, o acido fulvico Suwannee River comercializado pela
Internacional Humique Substance Society e o 1,4,7,13,16,19-Hexaaza-10,22-
Dioxaciclotetracosano (OBISDIEN) que é um ligante artificial, sintetizado por Lehn e
outros (Lehn et al, 1977). Trata-se de uma molécula macrociclica do tipo
poliazamina que revelou-se como sendo um ligante excelente para a complexagéo
de ions metélicos e também para o reconhecimento de anions organicos e
inorganicos. A complexacéo deste ligante com os anions pode ser feita de duas
maneiras: seja pela ligagdo com os nitrogénios protonados do ligante macrociclico,
seja pela ligagdo com um ou dois atomos metdlicos ja complexados na



cavidade do ligante. Esta caracteristica pode revelar-se interessante para o
reconhecimento de espécies inorganicas toxicas, presentes em &aguas naturais

como os anions selenito, selenato e outros.

2. DISPOSICAOQ DESTA TESE.

O trabalho apresentado aqui é concernente & determinagdo de alguns
parametros (constantes de equilibrio, capacidades complexantes) caracterizando os
complexos formados entre os cations metdlicos e os ligantes organicos ou
inorganicos. Uma grande parte do nosso estudo, foi realizada sobre o ligante
sintético OBISDIEN e sobre o ligante natural, o acido falvico Suwannee River.
Segundo os casos tratados, os estudos foram realizados ou por titulagdo
potenciométrica ou por titulagdo fluorimétrica, duas técnicas que podem em alguns
casos serem acopladas.

O conhecimento dos equilibrio acido-base de espécies naturais como por
exemplo, os seleno aminoacidos pode tornar-se importante para o desenvolvimento
de técnicas que possam facilitar sua especificagdo no meio ambiente. Um dos
objetivos em nosso trabalho foi o de determinar os pKas dos selénio aminoacidos
selénio cistina e selénio metionina por titulagdo potenciométrica, para melhor
compreender o protocolo de analise desenvolvido para a sua especificagdo por
HPLC acoplado a um ICP-MS.

Na ultima parte deste trabalho, nés efetuamos a andlise por ICP-MS dos
metais presentes nos sedimentos de superficie coletados em diversos sitios
(mangues, lagoas, baias) da ilha de Florianépolis. Este estudo foi completado por
uma analise estatistica dos resultados afim de verificar o atual estado de poluigao
destes sitios.

Na primeira parte desta tese, consagramos dois capitulos & uma reviséao
geral sobre as espécies que foram estudadas neste trabalho. No primeiro destes
capitulos, fizemos uma revisdo sobre a presenga de metais e espécies n&o
metélicas em meio aquoso (substancias humicas, selénio). No outro capitulo,
apresentamos o0s principais tipos de ligantes, espécies moleculares e
supramoleculares conhecidas e que foram sintetizadas até o presente, em via de



serem utilizadas para o reconhecimento molecular de diversos cations e anions
inorgénicos ou organicos especificos.

A segunda parte desta tese, foi consagrada a determinagdo das constantes
de associagio, de protonagéo e de formagéo de alguns complexos organometalicos.
No capitulo Il apresentamos a técnica de titulagdo potenciométrica que utilizamos.
Nos capitulos IV e V, apresentamos os resultados concernentes a determinagdo das
constantes de associagéo e as constantes de estabilidade das espécies selenito,
selenato, brometo e sulfato com o complexo receptor formado pelo macrociclico
OBISDIEN e os ions metalicos Cu®, Zn®* e Mg?. Os resultados concernentes ao ion
Cu* sdo apresentados e discutidos no cap.lV enquanto os dois outros metais s&o
apresentados e discutidos no cap. V. O capitulo VI é relativo & determinagdo das
constantes de protonagdo dos selénio aminoacidos selénio cistina e selénio
metionina e a aplicacéo destes resultados para ajustar um protocolo experimental
para a analise destes compostos por cromatografia liquida acoplada a um ICP-MS.

A terceira parte desta tese, foi consagrada ao estudo fluorimétrico do acido
fulvico Suwannee River (AFSR). No capitulo VII, realizamos um estudo critico da
aplicabilidade do método proposto por Ryan e Weber para a determinacéo das
constantes de complexagdo e das capacidades complexantes das substancias
humicas por fluorimetria. Dois aspectos do método foram estudados. A influéncia da
concentragdo no caso do AFSR e a aplicagdo as aguas naturais. Este estudo foi
completado por um estudo dos espectros de fluorescéncia do AFSR em fungéo do
pH.

Enfim, na ultima parte desta tese, efetuamos a analise por ICP-MS dos
metais presentes em sedimentos de superficie coletados em vérios sitios da Ilha de
Santa Catarina no Brasil. Este estudo foi completado por uma analise estatistica dos
resultados afim de obter-se um relatério do estado de poluicéo destes sitios. Este
trabalho é apresentado no capitulo VIl desta tese.

Este ultimo capitulo, constitui a primeira fase de um programa franco-
brasileiro que consiste em seguir a evolugdo por um longo periodo de tempo dos
metais em ecossistemas aquaticos modelos (mangues, lagoas e baias) submetidos
a influéncias antropogénicas diferentes. Este trabalho devera ser completado no
futuro por dados sobre os processos de troca agua-sedimento interpretados através
das propriedades complexantes de substancias orgénicas especificas a cada um
dos sitios. Os dados poder&o ser determinados com a ajuda das técnicas citadas



acima. O objetivo € n&o somente uma melhor compreens&do dos ciclos
biogeoquimicos dos metais, mais igualmente de aplicar as propriedades
complexantes dos ligantes naturais efou artificiais para desenvolver ou melhorar as
técnicas de analise de metais ou as técnicas susceptiveis de serem aproveitadas

para o ftratamento ou a despoluigdo dos solos ou das aguas.






pelos fendmenos naturais. A maior parte das espécies quimicas de origem natural,
mesmo tendo comportamentos geoquimicos (interagéo, reatividade, solubilidade em
meio aquoso) e propriedades biolégicas (biodisponibilidade, acumulagéo,
toxicidade) muito variadas, possuem uma fungéo muito particular nos grandes ciclos
biogeoquimicos. Os metais e os materiais organicos provenientes dos produtos.
manufaturados pelo homem, encontram-se igualmente engajados nestes ciclos. A
jonseq(]éncia, é uma modificagio dos equilibrios geoquimicos e biologicos com
uma alteragéo sensivel na qualidade de nosso meio ambiente. Os meios aquaticos

s&o particularmente sensiveis a estas perturbagdes.

re

L1 OS METAIS NOS MEIOS AQUATICOS.

A presenca de metais nas dguas naturais é estreitamente tributéria dos ciclos
hidroldgicos. No meio ambiente a dgua contribui ndo somente para a liberagéo dos
metais pela degradag&o dos solos e rochas mas também ao seu transporte. A figura
abaixo (Figura 1), representa esquematicamente o transporte dos metais entre os
diferentes compartimentos hidrolégicos.

Nas 4guas naturais os metais apresentam uma grande variedade de formas
quimicas, tanto na fase soluvel (ions hidratados, complexos minerais e/ou organicos
associados ou ndo a coldides, etc.) quanto na fase de particulas (Fischer, et al.,
1992). Durante o transporte os metais sofrem interagbes diversas, principalmente
com as espécies organicas ou minerais em suspensdo ou dissolvidas podendo
formar complexos. Seu comportamento e sua evolugéo dependem profundamente
de suas interacées (Honeyman, et al., 1988) e também dos ciclos biolégicos

(Johnston, 1964) onde os metais podem estar implicados.



Figura 1. Transporte de metais nos ciclos hidrolégicos (Salomons, ef al., 1984).
O anel externo, representa o transporte das particulas. O anel interno, representa os
metlais soluveis e as interagbes com as particulas e o anel central, representa a

atmosfera.



Os metais assim como outros elementos presentes em quantidades
apreciaveis com suas respectivas concentragbes médias em aguas naturais sdo
indicadas na Figura 2.

Em agua do mar, praticamente todos os elementos da tabela periddica
encontram-se em solugdo ou presentes sob a forma de particulas em suspensdo em
concentragdes muito variaveis (Fischer, et al., 1992). Na fase soltvel, somente sete
ions estdo presentes em concentragdes superiores a 1.0 mM. Eles constituem mais
de 99.5% dos elementos quimicos sollveis e exercem uma influéncia determinante
sobre a velocidade e os equilibrios dos processos quimicos neste meio (Ahrland,
1985, Johnsson, et al., 1992), (Figura 3). Somente quatro destes ions s&o metalicos
(Na*, Mg2+,Ca2+, K+). A maior parte dos outros ions metdlicos estio presentes na
forma de tragos (concentragdo < 1,0 uM), a excecdo do Si*, Sr2* e do Lit que
possuem concentragdes intermedidrias

A distribuicdo vertical e horizontal dos metais nas aguas marinhas tem sido
objeto de numerosos estudos (Bruland, 1978, 1980, Goldberg, 1981, Hester, et al.,
1982). A composicdo quimica das aguas de lagos e rios, resulta da influéncia de
numerosos fatores porem de importancia varidvel (Gorham, 1961). A composicéo
dos solos e das rochas, as condi¢des climaticas, a morfologia, a fauna e a flora, o
fator de tempo e as influéncias antropogénicas sdo alguns exemplos. A influéncia
antropogénica é marcada por um aumento ao longo dos 100 Ultimos anos na
concentragéo de metais nos sedimentos dos lagos e dos rios (Nriagu, ef al., 1980,
Rippey, et al., 1982).

A acumulacdo de metais nos sedimentos pode ser um indicativo da presenca
destes metais na coluna de agua a concentragées que dependem das interacdes
agua-sedimento. A determinagdo de metais nos sedimentos pode constituir um bom
~ indicador de poluigdo e é igualmente um meio de identificagdo de fontes de poluigéo
por metais nos sistemas aquaticos. Embora sua analise ndo conduza exatamente a
uma avaliacéo precisa da toxicidade dos meios aquosos, ela pode permitir efetuar
estudos comparativos das fontes de poluigao (Férstner, et al., 1983).

A mobilizagéo, o transporte e a biotoxicidade dos metais toxicos dependem
diretamente das formas quimicas sob as quais eles se acham. Eles sdo fortemente
influenciados pelos fatores fisico-quimicos (pH, potenciais redox, salinidade,
temperatura) assim como pela presenga de agentes complexantes e bioldgicos
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(Férstner, 1983). A acidificagdo das aguas naturais pode provocar modificagdes
importantes nos teores em metais pelo aumento da solubilidade dos ions metalicos.
Assim, por exemplo, o ion Al (lll) que a pH 6,0 se acha essencialmente sob a forma
n&o téxica Al(OH)3, a pH mais baixo (4-5), se acha sob a forma do cation Al(OH)o,
que é téxica. '

A introducdo de metais nos ambientes aquaticos é produzida em grande
parte pela lixiviagdo dos solos produzida pelas aguas da chuva. Este processo &
particularmente eficaz em certas zonas como as zonas mineiras e os sitios
industriais.

~ ”

A)SUBSTANCIAS HUMICAS.

De uma maneira geral, a matéria organica presente no meio ambiente (solo e
aguas naturais) € composta de uma grande variedade de moléculas como:
carbohidratos, aminoéacidos livres e ligados, lipidios, compostos aromaticos, acidos
carboxilicos e outros (Degens, 1970, Riley, 1970, Skopintsev, 1971, Williams,
1975). Entretanto, estas moléculas representam somente 10 a 20% da matéria
organica total. Os 80 a 90% restantes sdo constituidos pelas substéncias humicas
(Duursma, 1961, Allard, et al., 1991). Estas substancias sdo formadas pelas reagoes
de degradag&o da matéria viva e por reagdes complexas de rearranjos (Frimmel, et
al., 1988). Elas constituem uma classe geral de macromoléculas organicas, mais ou
menos refratarias, de cor amarelo forte (Gelbstoff), de massa molecular
compreendida entre aproximadamente 500 a 10000 daltons. Elas podem ser
descritas como macromoléculas hidrofébicas contendo principalmente grupos
carboxilicos, fendlicos (Hiraide, 1992), e alguns anéis aromaticos (Aiken et al.,
1985, Frimmel, et al., 1988), (Figura 4).

Sua estrutura molecular ndo é ainda bem definida. Eles s&o normalmente
subdivididos em trés categorias em funcdo da sua solubilidade em meio acido e
basico. Os acidos humicos de massa molecular mais elevada sdo soluveis em
solugbes aIcaIinés e precipitam em solugdes acidas. Os acidos fulvicos de massa
molecular mais baixa, sdo sollveis tanto em solugdes acidas como em solugdes
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Basicas. Enfim a humina que é insoltvel nos dois meios.

Numerosas técnicas tém sido utilizadas para extrair e isolar substancias
hamicas a partir de solos ou de aguas naturais. As mais comumente empregadas
sdo baseadas em sua absorcdo sobre resinas n3o idnicas que utilizam seu carater
hidrofébico e sua acidez (Aiken, et al., 1985). As resinas mais comuns sao
constituidas pelos polimeros ndo iénicos XAD-8 (poliestireno) ou XAD-2 (ésteres
acrilicos) (Mantoura, et al., 1975, Thurman; et al., 1981), ou derivados celulésicos
como o dietilaminoetil-celulose (DEAE-cellulose) (Miles, et al., 1983, Paxeus, 1985).

As substancias humicas possuem uma grande importancia para a
mobilizagéo e a acumulagdo de ions metalicos (Schnitzer, ef al., 1978) assim como,
nos ciclos de certos elementos essenciais a vida como o N e o P (Gjessing, 1976).
Em funcgéo da existéncia de sitios de ligagao, as substancias himicas podem formar
complexos mais ou menos estaveis com numerosos ions metalicos (Buffle, 1988). A
determinacéo da capacidade complexante das substancias humicas, as reagées de
formagdo e de dissociagdo dos complexos assim como as constantes de
estabilidade correspondentes, s&o elementos indispensaveis & avaliagdo de sua
importancia no meio ambiente. A determinagdo destes pardmetros assim como, a
caracterizagdo dos complexos formados tém sido feitos através de inumeros
métodos. Os mais utilizados sdo a Potenciometria com Eletrodos Seletivos (ESI:
Eletrodo Seletivo de ions) (Buffle, et al., 1984), a Voltametria (Fish, et al., 1985), a
Fluorescéncia (Cabaniss, et al., 1990), a REP (Senesi, 1990), a Diélise (Berggren,
1990), a Ultrafiltragdo (Norden, et al., 1993) e as reagdes de troca de ions (Finger et
al., 1992, Burba, et al., 1994). Numerosos trabalhos mostram que as substéncias
hdmicas podem interagir com certos compostos organicos hidrofébicos, com argilas
minerais, com oxidos hidratados ou com os pesticidas (Schnitzer, et al., 1978,
Boggs, et al., 1985, Kerndorff, et al., 1980, Buffle, 1988, Carter, et al, 1982). As
interacdes das substancias humicas com os ions fosfatos (PO43') e os ions selenito
(Se032') em presenca ou em auséncia de fons metalicos, tem sido objeto de
trabalhos importantes (Franck, et al., 1979, Stevens, et al., 1982, De Haan, et al.,
1986, Steinberg, et al., 1984, Turner, et al., 1983, Tanzer, et al., 1991, Gustafsson,
et al., 1994).
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O selénio é um elemento ndo metalico presente normalmente sob a forma de
tracos no meio ambiente. Ele possui uma importancia muito grande para o mundo
dos seres vivos (Patty, 1962), seja como um elemento toxico, seja como um
elemento essencial (Rotruck, ef al., 1973, Measures, ef al., 1978). Ele intervém no
desenvolvimento das plantas (Lévesque, 1974, Carlson, et al, 1991), no
crescimento dos animais (Edmonson, et al., 1993) e se torna indispensavel a saude
dos seres humanos (Néve, et al., 1991). Sua toxicidade depende principalmente de
suas formas quimicas orgénicas ou inorganicas (Cooper, 1967). O limite de
tolerancia maximo para os seres humanos é fixado em 0,1 ug/L no ar e 0,4 pg/L na
agua (Shapira, 1971). O selénio esta presente nas enzimas e proteinas onde ele
forma ligagbes do tipo C-Se-C ou do tipo C-Se-Se-C (selénio cistina, selénio
cisteina, a selénio metionina, etc.) (Stadtman, 1990, Wendel, 1992, Frausto da
Silva, et al., 1993). Tem sido mostrado que as interagdes do selénio com o mercurio,
0 arsénio, o cadmio, o cobalto e a prata nos seres vivos, podem reduzir os efeitos
toxicos destes elementos (Lavander, 1982, Pelletier, 1985).

No estado natural, o selénio encontra-se presente na crosta terrestre
normalmente associado com o enxofre em minerais como a galena, a calcopirita, a
pirita, a marcassita, etc. (Wilber, 1980, Raptis, et al., 1983). Nestes minerais, o
selénio estd normalmente combinado com os elementos de massa atdmica maior
como por exemplo, Pb, Hg, Bi, Ag, Cu, Co, Fe, Tl, Ni, Zn, e Cd (Nazarenko, et al.,
1972). Encontra-se também na atmosfera, onde € introduzido pelos processos
vulcanicos, pela combustdo de matérias fosseis, pelas atividades industriais
(Reamer, et al., 1980, Ornemark, 1994) e também por certas atividades bioldgicas.
Os animais e mesmo o homem, contaminados pelo selénio, podem também
contribuir, via respiracdo, para a introdugdo deste elemento na atmosfera.
Entretanto, uma parte importante do selénio atmosférico provem da biometilagao
natural de espécies inorganicas deste elemento que conduz a compostos volateis
como por exemplo, o dimetil seleneto, o dimetil disseleneto e o trimetil selenonium.
Esta conversio do selénio inorganico em espécies metiladas voléteis se produz
principalmente sob a agdo de microrganismos em aguas ou nos solos (Reamer, et
al., 1980).

No solo, a presenga do selénio estd estreitamente ligada aos ciclos

geoquimicos e a quimica em solugdo dos elementos, seu teor é o resultado de
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diversos fatores tais como: composi¢do das rochas, potenciais de oxi-redugéo, pH,
natureza das aguas de drenagem, etc. (Maier, et al., 1987, McNeal, et al., 1989).

No ambiente aquético, o selénio estd principalmente associado aos
sedimentos seja sob a forma de selénio organico, seja sob a forma de selénio
inorganico. As concentragdes variam dentro de uma gama de 4 X 10'5 a 2.0 mg/Kg
(Johnsson, 1989).

Como para a maior parte dos elementos presentes no meio ambiente, a
reatividade do selénio nos sistemas biolégicos e geoquimicos depende das
diferentes formas quimicas sobre as quais este elemento existe. No meio aquoso, a
quimica do selénio é considerada complexa pela existéncia de varios estados de
oxidacdo. Ele é encontrado no estado de oxidago (-I), nos selenetos (Se'2); 0),
no selénio elementar (Se); (+IV), nos selenitos (Se032'); e (+Vl) nos selenatos
(Se042'). Os selenetos organicos e inorganicos (Raptis, et al., 1983, Chau, et al.,
1976, 1986, Cutter, 1989) constituem um fator particularmente importante no ciclo
global do selénio. A especificagdo de suas formas orgénicas €& extremamente
importante para o0 meio ambiente. As espécies mais estudadas s&o as metiladas, os
selénio aminoacidos (Sugimura, et al., 1976, Tanzer, et al., 1991, Haygarth, ef al.,
1993, Kolbl, 1995,), os carbohidratos (Bottino, et al., 1984, Bertelsen, ef al., 1988) e
os selénio nucleotideos (Stadtman, 1991).

Os selenitos e selenatos, sdo as formas inorgénicas as mais comumente
presentes em aguas. Em fungéo do pH, estas espécies podem ser encontradas, sob
a forma livre e protonada Se032' e HSeO3, SeO42', e HSeO4. A forma
considerada a mais téxica € o ion selenito (Se032') (Sarkis, et al, 1980). A
distribuigao dos selenitos e dos selenatos no meio aquoso, depende nao somente
dos parametros termodindmicos, mas também da atividade biolégica e das
interagdes na interface &gua-ar. Em geral estas duas formas coexistem nos
ambientes aquaticos aerdbicos (Robberecht, et al., 1982). A presenca de compostos
selénio organicos nos ambientes aquaticos tem sido colocado em evidéncia gracas
aos trabalhos de Cutter (Cutter, 1982), Cooke (Cooke, et al., 1987) e Aono (Aono, et
al., 1990). Aproximadamente 91% do selénio nos meios aquosos esta presente sob
uma forma organica (Maier, et al., 1987). Estas formas organicas séo de grande
importancia pois podem interagir com o selénio inorgénico no ciclo natural do
selénio (Figura 5).
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Figura. 5. O ciclo biogeoquimico do selénio nos ambientes aquaticos (Kolbl, 1995).
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A determinagdo do selénio encontrado principalmente sob a forma de tragos
no meio ambiente, pode ser realizada pela sua quantificagdo total ou pela sua
especificacdo. Entre numerosos métodos propostos, figuram, a analise por Ativagcéo
de Neutrons (Blotcky, ef al., 1987), os métodos Fluorimétricos (Nakaguchi, et al.,
1985), os métodos Eletroquimicos (Lichiang, et al, 1992, Potin-Gautier, et al.,
1994), a lonizagdo por Plasma acoplado a Espectrometria de Massa ( ICP-MS)
(McCurdy, et al., 1993), a Espectrometria de Massa com diluigao isotopica (Tanzer,
et al., 1991), etc.. Estes métodos tém sido compilados e discutidos por MacPherson,
et al., 1988, Haygarth, et al., 1993, Murios Olivas, et al., 1994.
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A natureza nos fornece exemplos espetaculares de reconhecimento molecular.
O estudo por raios X da glicose ligada a varias moléculas de proteinas, como
esquematizado na estrutura abaixo (Figura 6), revela a existéncia de trinta ligagées
de hidrogénio entre os residuos peptideos e os grupos hidroxilas ou os oxigénios
piranose da glicose. Este edificio molecular contém igualmente dois residuos
aromaticos de fenilalanina e de triptofano que se posicionam abaixo e acima do
plano do ciclo piranose. Eles formam duas coroas hidrofébicas que permitem a
protecdo das ligagdes fortemente hidréfilas do substrato (Vyas et al, 1988). Este
sistema complexo € um bom exemplo da complementaridade entre os grupos
ligados da proteina e do substrato.

Algumas macromoléculas como as ciclodextrinas que s&o oligo-sacarideos
ciclicos, formam-se sob a acao de bacilos macerantes no amido. Eles podem formar
compostos complexos com pequenos anions pela inclusdo destes em sua cavidade
hidrofébica via formacgéo de ligagdes de hidrogénio, via interagdes exclusivamente
hidrofébicas ou ainda via interagdes eletrostaticas (Matsui et al., 1985, Hag Park et
al., 1994). No estado natural, as porfirinas constituem um outro importante grupo de
biomacromoléculas que se acham raramente sob a forma livre. Nés as encontramos
normalmente ligadas a proteinas como as proteinas de ferro (hemogliobina). As
porfirinas complexam com numerosos ions metalicos como Mg(ll), Fe(ll) ou Co(ll)
para formar respectivamente a clorofila, ou a vitamina B12 que desempenham um
papel importante para os processos nos seres vivos (Laurie, 1986).

Outras macromoléculas como as substdncias humicas, s@o igualmente
agentes complexantes muito ativos nos meios naturais. Tem sido admitido
atualmehte que estas substancias sdo as principais responsaveis pelo transporte de
metais no meio ambiente (Shuman et al., 1983, Laurie, 1986, Dzombak et al., 1986;
Fish et al., 1986).
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Figura 6: Estrutura de raios-X da glicose ligada a varias moléculas de proteinas. a)
estrutura cristalina, b) esquema dos sitios de ligagéo da glicose (Hamilton, 1990).
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Moléculas menores tais como os acidos policarboxilicos e os aminoacidos, s&o
susceptiveis igualmente de complexar certos ions metalicos. Eles tem sido muito
estudados nestes ultimos anos (Laurie, 1986, Kimura, 1985, Seel ef al, 1995). O
problema principal do estudo da complexagéo de ligantes naturais com os ions
metalicos e com 0s anions inorganicos e organicos nos sistemas biolégicos e no
meio ambiente, reside no acesso a um conhecimento preciso dos diversos
mecanismos fisico-quimicos que intervém nestas reagdes. Entretanto, mesmo que
numerosos trabalhos tenham sido realizados "in situ" conduzindo & determinagéo de
varios parametros (constantes de equilibrio, seletividade dos ligantes, etc.) a
interpretacdo e a utilizagdo destes Ultimos é cada vez mais dificil em fungio da
complexidade dos sistemas estudados.

A utilizagdo de ligantes sintéticos como modelos para uma aproximagéo mais
sistematica das caracteristicas dos meios estudados é um método corrente.
Moléculas como o EDTA, o NTA (Figura 9), certos acidos carboxilicos e outros, tem
sido largamente utilizados como moléculas modelo para o estudo da complexacéo
dos ions metalicos (Motekaitis et al., 1987, Hirose, 1994, Jackson et al., 1995,
1995). Dentro do campo do reconhecimento molecular artificial, os trabalhos
concentram-se majoritariamente sobre trés tipos de moléculas. As ciclodextrinas
modificadas, os ciclofanes (que s&o os equivalentes sintéticos das ciclodextrinas) e
alguns éteres ciclicos como as poliaminas, as politiaminas, as polioxazaminas e as
poliazaminas (Figura 7). Estas moléculas tém sido objeto de numerosos artigos de
revisdo (Bender et al., 1978, Gokel et al., 1982, Diederich, 1988, Lehn, 1988).

A complexacéo seletiva destas macromoléculas com certos ions metalicos tem
sido largamente estudadas (Andrés et al, 1994, Warzeska et al, 1995). As
constantes de associacdo destas macromoléculas com é&nions como brometo,
cloreto, acido oxalico, fosfato, acido malénico, glicina e outros, mostram que estas
macromoléculas oferecem igualmente a possibilidade de um reconhecimento
seletivo de anions (Kimura, 1985, Motekaitis et al., 1988, 1992).

Estas moléculas prestam-se a multiplas transformagdes, fixagdo de grupos
funcionais, ligacdo sobre um suporte ou formagdo de macrociclicos. Estas
transformacdes podem conduzir a um melhoramento na seletividade visando certos
jons metdlicos e oferecendo a possibilidade de utiliza-los para pré-concentrar ou

extrair ions metélicos presentes no meio ambiente (Blain, 1992).
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et Diaz et al., 1994).



23

O desenvolvimento de agentes quelatantes sintéticos possuindo uma alta afinidade
para ions metalicos como por exemplo, o ion Fe(lll), & um objetivo maior na quimica
de coordenacéo (Monzyk et al., 1979, Motekaitis ef al., 1992).

A determinacdo de parédmetros termodinamicos, como por exemplo, as
constantes de estabilidade, a capacidade complexante, a entalpia e a entropia nos
complexos formados por estes ligantes sintéticos e os ions metélicos ou os anions
organicos ou inorganicos, representam uma fonte de conhecimento primordial para
a compreensao dos processos naturais no meio ambiente.

A formacdo de complexos entre ligantes e ions metalicos coloca sempre em
jogo as ligagdes covalentes de coordenagédo. O entendimento deste tipo de ligagao
pode ser feito com a ajuda da teoria dos orbitais moleculares e a teoria do campo
cristalino. Para formar uma ligacdo de coordenacéo, o ligante deve doar um ou mais
pares de elétrons ao ion metélico. Se somente um par de elétrons esta em jogo para
a formacdo do complexo, o ligante é chamado monodentado, se varios pares de
elétrons estdo envolvidos, o ligante pode ser chamado de di-, tri- ou, de uma
maneira geral, polidentado. Os ligantes polidentados podem também ser chamados
de quelatos (Kotz et al., 1991).

Os ligantes susceptiveis de formar complexos com os ions metalicos podem
ser organicos ou inorganicos. Alguns exemplos de ligantes importantes para o meio
ambiente e que podem formar complexos com os fons metélicos s&o o EDTA, o
NTA, o acido citrico, os macrociclicos, as substancias humicas, os aminoacidos e as
porfirinas. Alguns exemplos de ligantes inorgénicos igualmente importantes para o
meio ambiente e que podem formar complexos com os ions metalicos s&o, F, CI,
80447, OH", CO3%", NH3, HS et S*".

Como dito acima, os parédmetros mais importantes a determinar para
caracterizar estes complexos s&o as constantes de estabilidade, a entalpia e a
entropia de formag&o. O conhecimento destes parametros permite apreciar a
importancia relativa da complexagéo assim como a seletividade do ligante frente
aos diferentes ions metdlicos. Uma outra maneira de predizer a estabilidade de um
complexo, é a de considerar as caracteristicas 4cidas e basicas dos metais e
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ligantes. De uma forma empirica, eles séo classificados como acidos ou bases
duros, moles ou intermediérios (ou como "a" ou "b" ou também como doador e
receptor) (Figura 8).

Assim, os ligantes duros formam complexos mais estaveis com os ions
metalicos duros, os ligantes moles formam complexos mais facilmente com os
metais moles. (Férstner et al., 1983). Uma outra maneira comoda de classificar por
ordem de estabilidade crescente os complexos com os metais mais comuns, &
utilizar a série de Irving-Williams (Mn2+ < Fe2+ < Co2* < Ni2* < Cu?* <
Zn2*)(Newman et al., 1994).

No caso de ligantes polidentados, os estudos mostram que a estabilidade dos
complexos formados com os ions metalicos é maior do que para os ligantes
monodentados correspondentes. Uma estabilidade ainda maior é observada se o
ligante polidentado é ciclico. Neste caso, a complexacéo é favorecida pelo efeito
quelato do ligante ciclico. Este efeito, seja de origem entalpica ou entropica, ainda é
debatido mas tem sido largamente confirmado pelas medidas das constantes de
complexacdo de numerosos ligantes lineares e ciclicos. (Hancock, 1992, Martell et
al., 1994).

A determinacdo dos parametros termodindmicos, a sintese e também as
caracteristicas fisico-quimicas dos complexos metal-ligante, tem sido objeto de
numerosos trabalhos. A titulo de exemplo, temos o estudo via titulagdo
potenciométrica da complexagdo dos &cidos hidroxicarboxilicos como o acido
glicélico, o acido lactico, o acido 2-hidroxiisobutirico, o acido tartarico e o acido
citrico com os fons metalicos Cu(ll), Ca(ll) et Mg(ll) (Piispanen et al., 1995, 1995).
Os Aacidos hidroxicarboxilicos de cadeia aberta ou arométicos s&do compostos
encontrados nos meios naturais. Eles sdo muito utilizados como moléculas modelo
para o estudo das interagdes entre as substancias himicas e os ions metalicos

Os acidos hidroxamicos séo acidos organicos fracos que possuem uma grande
variedade de aplicacdes sendo igualmente encontrados no meio ambiente. Eles
possuem uma grande afinidade pelos ions metalicos trivalentes como o Fe(lll), o
Al(IN) e o Ga(lll) (Monzyk ef al., 1979, Sun et al., 1985, Motekaitis ef al., 1991).
Varios estudos estruturais feitos por espectrometria de raios X de complexos de Fe
(Il) com é&cidos hidroxamicos tem sido publicados. Ligantes sintéticos como por
exemplo, os ligantes hexadentados etileno-bis-hidroxifenilglicina(EHPG) (Figura 9)



25

Receptor duro

H+, N&1+, K+’ Be‘z-!" Mg2+
Ca?*, Mn?*, AT, Cr**
Co®*, Fe* As*t

Doador duro

H,0, OH—,F~, CI~
PO~ SO, CO~, O~

Intermediario
Fe'*, Co¥* Ni?*
CU2+, Zn2+’ Pb 2+

Intermediario
Br—,NO;,SO;~

Receptor mole

Cu*, Ag*, Au*, TIY
H°1+ Pd2+, Cd2+, Pt2+

o1

Hg**, CH, Hg*

Doador mole

SH—, S*~, RS~
CN—, SCN—, CO,
R,S, RSH, RS™

Figura. 8. Classificagdo dos metais e ligantes receptores e doadores (adaptado de

Pearson, 1968)

R = alquila ou arila (Forstner et al., 1983).
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e o acido bis-hidroxibenziletilenodiaminodi-acético (HBED), possuem dois grupos
fendlicos que se comportam como os grupos carboxilicos do EDTA. Estes
compostos possuem uma grande afinidade pelo ion Fe(lll). Varios outros ligantes
deste tipo podem formar complexos com o Fe(lll). Alguns exemplos destes ligantes
seletivos sdo o NTA, o EDTA, o DPTA, o PLED, o MECANS, o TRENCAM, o
ENTEROBACTIN e o DFB (desferriferrioxamina B) (Figura 9) (Yuen Ng et al., 1989,
Motekaitis ef al., 1992, Shanzer et al., 1992, Santos et al., 1993).

A complexagdo do ion Cu (Il) com as substancias humicas estuarinas tem sido
estudada. Em competicdo com o forte ligante PAR ([4-(2-piridilazo) resorcinol]), tem
sido verificado que a formagdo do complexo PAR-M (onde, M = metal), obedece a
uma constante de primeira ordem com o valor muito préoximo a aquela medida para
a dissociagcdo do complexo cobre-substancia humica. A complexagéo do ion Ni(ll)
foi igualmente estudada nas mesmas condi¢bes e os resultados encontrados foram
semelhantes ao do sistema com o ion Cu(ll) (Lavigne ef al., 1987, Nederlof et al.,
1994).

Os complexos metalicos macrociclicos mono-, ou polinucleares e
principalmente aqueles formados com os metais de transigdo, sdo particularmente
importantes. Sua importancia é devido ao fato de eles serem objeto das interagdes
metal-metal que podem dar lugar aos processos de ativacdo de substratos pelos
centros metalicos (Martell ef a/,, 1994). Os mais estudados sdo principalmente os
ligantes macrociclicos e os ligantes macrobiciclicos, em particular aqueles do tipo
aza-macrociclicos e oxaaza-macrociclicos. (Bencini ef al., 1992).

Os ligantes do tipo poliazacicloalcanos como por exemplo, o [18]aneNg, 0
[21]aneN7, o [24]aneN8, e aqueles da série [3k]aneNk, tem sido utilizados para
estudar os equilibrio de formagéo de complexos com os metais de transicdo. Uma
caracteristica destas moléculas é a de permitir a inclusdo de mais de um ion
metélico em suas cavidades (Bencini et al., 1992). A principal caracteristica deste
tipo de ligante é que cada cavidade pode ser seletiva para alguns tipos de ions
metalicos. Assim, o [21]aneN7, é seletivo para o ion Cu(ll) (Bencini et al.,1991), o
[24]aneNs, é seletivo para o ion Zn(ll), o ion Cd(ll) e, o ion Ni(ll) (Bencini et al.,
1989), o [27]aneNg, é seletivo para o ion Co(ll), etc. (Bencini et al., 1989).
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Os macrobiciclicos podem formar complexos do tipo criptatos mononucleares
ou binucleares.

O tamanho da cavidade deste tipo de ligante condiciona sua seletividade
frente aos diferentes ions metélicos. O macrobiciclico mais conhecido é o
OBISTREN (ver estrutura na Figura 10), (Lehn et al, 1977). Os complexos
mononucleares e binucleares com os ions Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e, Zn(ll) deste ligante
s&o muito estaveis e tem sido muito estudados (Motekaitis et al., 1982). Gragas a
presenca no OBISDIEN (Figura 10) de grupos aminas protonados, a técnica mais
utilizada para estudar os equilibrios deste ligante com os ions metalicos € a
titulacdo potenciométrica. Um outro ligante semelhante ao OBISTREN, foi
sintetizado sem os oxigénios do éter. Trata-se do C-BISTREN. Ele permite verificar
a importdncia dos atomos de oxigénio no OBISTREN para a estabilizagdo do
complexo formado com o hidréxido de di-cobre(ll) (Motekaitis ef al., 1988).

No caso dos ligantes macrociclicos onde existem diferentes sitios doadores
localizados em lados opostos da molécula, tem sido mostrado que os dois sitios de
ligagao possuem caracteristicas distintas e que apresentam igualmente diferencas
em seu carater mole-duro. Este tipo de ligante revela-se interessante para a
bomplexac;éo simultanea de diferentes ions metalicos em sua cavidade. E o caso do
macrociclico [21]aneN502 que pode formar complexos mistos incluindo os ions
Cu(ll) e Zn(ll) em sua cavidade (Andrés et al., 1994). A partir deste tipo de ligante,
tem sido desenvolvido um modelo para a quimica da dismutase superéxida do Cu-
Zn que é constituida de um ligante macrobiciclico complexado aos ions metalicos
Cu(ll) e Zn(ll) e de uma ponte imidozalato ligando os dois metais (Pierre et al.,
1995).

2
w
a a

INORGANICOS E ORGANICOS,

A sintese dos primeiros éteres ciclicos e a descoberta de suas propriedades
complexantes frente aos ions metalicos alcalinos, datam dos anos 67-68 (Pedersen,
1967). Com o estudo das propriedades quimicas do tipo héspede-hospedeiro, o

campo de aplicacéo destas moléculas tem se estendido a areas diversas como, a
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Figura 10. Estrutura da molécula do OBISDIEN (1) e do OBISTREN (2).(Bencini et
al., 1992).
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quimica supramolecular, a quimica biomimética e a ciéncia dos materiais (Lehn,
1990, Stupp et al., 1993).

Mais recentemente, tem sido mostradq que este tipo de ligante pode formar
complexos com anions organicos ou inorganicos. Tem sido constatado que as
moléculas capazes de formar complexos com os anions sdo aquelas que possuem
uma cavidade onde o tamanho € compativel com o do anion. A molécula assim
formada pela associagdo de duas ou mais espécies ligadas pelas ligagGes nao
covalentes & conhecida como uma supra molécula (Sell et al., 1992).

Neste tipo de complexo, as ligagdes entre os ligantes e os &nions tem um
carater ndo covalente. Eles sdo formados por interagGes de origem eletrostatica ou
por ligacdes de hidrogénio. A seletividade de um ligante e a estabilidade de um
complexo formado depende da geometria, do nimero e da localizagdo dos sitios de
coordenagéo livres ou carregados e também da natureza nucledfila e eletréfila dos
grupos funcionais (Schmidtchen et al., 1989).

Embora muitos estudos tenham sido consagrados a formagdo de complexos
com os cations metalicos, os estudos relativos a formagéo destes complexos ndo
s&o ainda numerosos. Os cations metélicos apresentam uma forma esférica, os Oxi-
anions metalicos ou os anions organicos apresentam geometria variada. Os &nions
sdo geralmente mais fortemente solvatados que os cations de tamanho comparavel
(Seel et al., 1995).

Em moléculas macropoliciclicas como as poliaminas ciclicas, a estrutura
molecular é rigida em fungéo das ligagGes de hidrogénio intramolecular do tipo N-
H*...X". Nestes casos os hidrogénios intramoleculares formam as ligagdes com os
anions (Kimura, 1985).

A concepcdo de um receptor sintético eficaz é guiado por dois principios
(Diederich, 1990): i: uma pré-organizagdo dos sitios receptores da molécula
héspede antes da complexacéo, ii: uma complementaridade estéreo eletrdnica entre
a molécula héspede e a entidade complexada.

Ao curso destes Ultimos anos, as constantes de associacdo assim como as
entalpias e as entropias de formagdo de numerosos complexos ligantes-&nions
orgénicos tem sido determinados. Este é o caso em particular do hexacicleno L
onde a complexacéo com anions como nitrato, perclorato, cloreto e brometo foram
estudados por pH - metria e condutimetria (Cullinane et al., 1982).
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As ciclodextrinas sdo ligantes capazes de formar complexos de inclusdo com
numerosos anions (Wojcik et al., 1975). Nestes complexos, a natureza das ligagoes
envolvidas ndo é ainda claramente estabelecida. A maior parte das interpretacées
invocam a intervencédo seja por interagées do tipo hidrofébica seja por ligagbes de
hidrogénio (Matsui et al.,, 1985). A B-ciclodextrina funcionalizada com um receptor
constituido por uma triamina coordenada a um ion Zn(ll) é capaz de acolher em sua
cavidade, anions como por exemplo o 1-adamantilcarboxila via interagdes
eletrostaticas e hidrofébicas combinadas (Tabushi et al., 1977). De maneira
analoga, a capacidade das ciclodextrinas funcionalizadas com sideréforos para a
complexagdo do ion Fe(lll) tem sido testada (Coleman et al, 1992). A
funcionalizagdo de ciclodextrinas com grupos organicos para realizar a
complexagé@o de anions inorganicos tem sido igualmente estudada (Matsui et al.,
1993). Os complexos de a-ciclodextrinas e B-ciclodextrinas com os ions ClO4,
SCN’, I', Br, e NO3™ tem sido estudados e as constantes de associagdo tem sido
determinadas por condutimetria (Wojcik et al., 1975, Diaz et al., 1994).

Os ligantes do tipo ciclofanes (Figura 7) que possuem uma cavidade apoiar
constituem igualmente uma classe de ligantes sintéticos particularmente versateis
para a complexagéo de anions. Os macrociclicos sintéticos tem sido utilizados com
sucesso como receptor modelo de grupos carboxilicos. O receptor protonado
[21]aneN7 (8 na Figura 11) possui um tamanho e caracteristicas estruturais
adequadas para um reconhecimento eficaz de varios grupos carboxilicos. A
capacidade destes ligantes para formar complexos de inclusdo estaveis e
especificos com substratos organicos neutros em solugdo aquosa e em solugao néao
aquosa tem suscitado numerosos trabalhos (Bencini ef al. 1994). Tem sido mostrado
por exemplo, que eles formam complexos 1:1 extremamente estaveis com certos
hidrocarbonetos aromaticos em meio aquoso (Diederich, 1990).

Os cations guanidinium (Figura 7) tem sido igualmente testados como ligante
receptor de anions carboxilicos aromaticos. Este ligante possui um pKa muito
elevado (pKa = 13.5) restando protonado em praticamente toda a faixa de pH. Neste
ligante, os prétons do grupo aménio conduzem a formagéo de pontes de hidrogénio
(N - H+...0O-) com os anions carboxilicos assim como com o0s anions fosfato
(Echavarren et al., 1989, Schmidtchen et al., 1989).



32

Os macrociclicos do tipo poliazaaminas como o OBISDIEN, revelaram-se
ligantes receptores remarcaveis para o reconhecimento de anions organicos como
os 4nions bioldgicos ATP ou ADP. Foi mostrado que eles podem igualmente formar
complexos com a glicina, o acido acetohidroxamico, os fosfonatos de potassio ou o
4cido maldnico (Hosseini et al., 1987, Martell et al., 1988, Szpoganicz et al., 1990,
Motekaitis ef al., 1992). O reconhecimento e a complexagéo de &nions inorganicos
como os fons selenito, selenato, sulfato, e brometo pelo ligante OBISDIEN, foi um
dos objetos deste trabalho.

Os ligantes macrotriciclicos revelam-se muito seletivos frente a certos anions
formando os anions criptatos. Os complexos mais estaveis s&o aqueles formados
com os anions esféricos como os halogénios ou com os anions lineares como 0s
jons azida. Entre os ligantes deste tipo, os mais estudados s&o os octaaza-
macrobiciclicos (Lehn et al., 1978, Dietrich et al., 1989).

Compostos organicos funcionalizados com grupamentos organometalicos
neutros contendo pares de elétrons (bases de lewis) tendo por exemplo, o mercurio,
o estanho, o silicio ou o boro tem sido propostos como ligantes para a complexagéo
de anions. Este tipo de ligante revela-se particularmente interessante para os
anions ricos em elétrons como os halogénios (Katz, 1986, Beauchamp ef al., 1986,
Newcomb et al., 1989, Tamao et al., 1990, Hawthorne ef al., 1994).

Um caso igualmente interessante de ligante para os &nions s&o os complexos
constituidos por um edificio organico e um ou mais cations metélicos. Neste caso 0s
complexos formados s&o chamados de complexos ternarios. Um exemplo deste tipo
de ligante é o complexo OBISDIEN-Cobre(ll), que forma complexos ternarios com os
anions CIO4, etilenodiamina, acetato, imidazole e azida (Comarmond et al., 1982,
Motekaitis et al., 1983, Coughlin et al., 1984). Outros casos de complexos ternarios
formados entre o OBISDIEN-cobalto(lll) e os &nions hidroxilas, os acidos maldnico e
fosfonicos, a glicina, o catecol, o TIRON (acido 3,4,5-dihidroxila-1,3-
benzenodissulfénico) ou os ions oxalatos (Martell et al., 1988, Szpoganicz et al.,
1990, Motekaitis et al., 1992) tem sido igualmente estudados. Os complexos
binucleares do OBISDIEN e do OBISTREN (Figura 12) com o ion cobalto(lll), s&o
excelentes transportadores de oxigénio gracas a formagéo de ligagdes peroxo com
os ions Co(lll) em suas cavidades (Martell et al., 1994).
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Figura. 11. alguns acidos carboxilicos formando complexos com o [21] aneN7 (8)
(Bencini et al., 1994).

1. Acido 1,2-Benzenodicarboxilico, 2. Acido 1,3-Benzenodicarboxilico, 3. Acido 1,2,3-
Benzenotricarboxilico, 4. Acido 1,3 5-benzenotricarboxilico, 5. cis,cis-1,3,5-trimetil-
1,3, 5-ciclohexanotricarboxilico, 6. Acido cis,trans-1,3,5-trimetil-1,3,5-
ciclohexanotricarboxilico, 7. Acido Citn'co, 8. 1,4,7,10,13,16,19-
heptaazaciclohenicosano [21]aneN7. |
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Edificios moleculares mais complexos constituidos por dois macrociclicos
ligados por seus cations metalicos a um mesmo anion tem sido sintetizado (Renfrew
et al., 1979, Studer et al. , 1989). A Figura 13 mostra um tipo de complexo no qual o
jon oxalato é ligado aos ions niquel e cada ion ligado ao receptor ciciam (1,4,8,11-
tetraazaciclotetradecano)-Ni(ll) (Battaglia et al., 1988). Complexos similares com o
jon Co(ll) e os anions piridina, imidazole, aménio ou cianeto tem sido igualmente
sintetizados (Cabani ef al., 1991).
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Figura 12. Estruturas do complexo do p-Hidroxo-p-peroxo dicobalto(il) OBISDIEN di-

oxigénio e do p-Hidroxo-u-peroxo dicobalto(il) OBISTREN dioxigénio (Martell et al.,
1994).
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Figura 13. Estrutura molecular do complexo p- oxalato [Ni?_'(ciclam)zox]2+
determinado por difragdo de raios - X (Battaglia et al., 1988).
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Em uma solugéo contendo ions metalicos, anions, ligantes, prétons efou
hidroxilas, estas espécies estdo em equilibrio. O conjunto destes equilibrios pode
ser representado pela reagdo global como esquematizado abaixo. A constante de
estabilidade termodinamica (8) caracterizando o equilibrio total & definida a partir
da atividade de cada espécie em equilibrio aplicando a lei de agdo das massas.

ALY

bX + cL + dY — XplcYq B =T-—a— (1)
a'xa‘La%

Onde b, ¢, d, sé@o os coeficientes estequiométricos e a o coeficiente de atividade de
cada espécie. X, L e Y designam, respectivamente, o ion metalico (ou o anion), o
ligante e o préton (ou hidroxila). Nos casos de equilibrios quimicos em solugées
contendo uma grande concentragdo de um sal inerte (forca iGnica elevada), os
coeficientes de atividade das espécies reativas sdo insignificantes. Para estes

casos f' pode exprimir-se assim:

[XbLcYd]
p=—— (2)

B b 1€ pd
[XI” [L]"[Y]
onde os colchetes representam as concentragdes (molaridade ou molalidade) de
cada espécie em solucéo.
Quando ha mais de um equilibrio em solugédo, cada equilibrio quimico é
caracterizado por uma constante particular, que € normalmente chamada constante
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de estabilidade ou constante de formagdo. O produto de varias constantes de
equilibrio é chamada de constante de estabilidade total.

X + L XL (Kq); (3)
XL + L XLo (Ko); (4)
Xlpq + L Xln (Kn) 3 (9)
Com

[XL] [XLo] [XLn]
Br=Ki=—i(6) Bo=KiKe=reo—i(7) Bn=KiKp Ky=—"7(8)

[X]1L] [X] [L] XL

n

de uma maneira geral Bn= HK| (9)

Nos casos de equilibrio &cido-base os mesmos principios s&o aplicados. Nos
definimos a constante de protonacao (Ky) a partir de uma reacao do tipo.

[LHA]"
LN+ pHY=—= LH", Ky = (10)
[LN] [H¥]N

A constante de protonacdo exprime a constante de equilibrio correspondente a
adicdo de uma certa quantidade de prétons ao ligante.
Nés definimos igualmente a constante acidica (Ka) como a reagdo inversa
(deprotonacao).
[LHT 1
Ke——— = — (11)
[LH,J" Ky -

1il.2. DETERMINACOES EXPERIMENTAIS.

A determinagéo das constantes de equilibrio dos complexos permite estimar a
afinidade de um ligante por um ion metalico ou por um anion particular. As
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constantes de estabilidade que figuram nas tabelas atualmente disponiveis foram
essencialmente determinadas (Perrin, 1979, Smith et al., 1995) por potenciometria
ou por espectrometria UV-VIS. Outros métodos tem sido igualmente utilizados para
a determinacdo destas constantes como por exemplo: A Ressonéncia Magnética
Nuclear, a Polarografia, a troca de ions, a Dialise, os métodos de competicao
ligante-ligante. Nesta tese, as constantes de equilibrio para os complexos do
OBISDIEN e as constantes de protonacdo dos selénio aminoacidos que nods
estudamos foram determinadas por titulagdo potenciométrica. Nés adotamos este
método porque os equilibrios estudados colocam em jogo espécies sensiveis ao pH.
Este método, baseado na medida do pH (Beck, et al., 1990), apresenta numerosas
vantagens como: custo dos instrumentos utilizados, rapidez e reprodutibilidade das
medidas que nao interferem com os equilibrioc em solugdo. Além disso, a
possibilidade de utilizagdo de eletrodos especificos, oferece uma outra
possibilidade de determinagdo direta da concentracdo de ions metélicos ou de
anions.

A técnica da titulacdo potenciométrica pode utilizar um eletrodo de referéncia e
um eletrodo de vidro, um eletrodo seletivo ou entdo um eletrodo combinado. Estes
eletrodos acoplados ao pH-metro e com uma forga iGnica conhecida permitem a
determinacéo direta da concentragéo dos ions hidrogénios dentro de praticamente
toda a faixa de pH conhecida com uma reprodutibilidade de até 0.001 unidade de
pH. A titulagéo consiste na medida da variagdo do pH pela adicdo em doses de uma
base padréo a uma solugéo acida de um ligante ou vice-versa, em presenca ou em
auséncia de ions metalicos e/ou anions. Aproximadamente 50 a 100 leituras de pH
sdo em geral necessarias para obter-se uma curva de equilibrio potenciométrico em
condicdes de ser explorada (Martell et al., 1992).

A determinagéo das constantes de equilibrio por esta técnica é delicada. Ela
requer uma calibragdo rigorosa dos eletrodos e do pH-metro assim como um
controle preciso das condi¢des experimentais como a temperatura, a concentracgao,
a forga i6nica (Anderegg ef al., 1994, Jackson et al., 1995), a pureza dos reativos
utilizados assim como a auséncia de carbonatos. A calibracdo dos eletrodos e do
pH-metro € uma das etapas essenciais para a aplicagdo desta técnica. Ela pode ser
realizada de trés maneiras diferentes. O método baseado na utilizagdo de solugdes
tampdes calibradas para varios valores de pH € o mais classico, mais sua preciséo
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normalmente é limitada a 0,01-0,02 unidades de pH. Um segundo método consiste
em titular um acido e uma base forte dentro de uma faixa de pH bem definida,
geralmente de 2 a 12. Ela conduz a uma grande precisdo a cada ponto de pH
determinado. Um outro método repousa na utilizagdo da equacédo de Nernst que
consiste em obter o pH real estimado a partir da medida da tensao elétrica (mV) nos
eletrodos em fungédo do pH medido.

As células melhor adaptadas a estas medidas sdo normalmente as células em
vidro com paredes duplas (figura 14) que permitem tanto uma termostatizagdo
precisa quanto um controle da atmosfera dentro da célula afim de evitar a presenca
de carbonatos.

Os dados experimentais consistem essencialmente nos valores medidos da
concentracdo de uma espécie em particular (pH por exemplo) em funcdo das
quantidades crescentes de solugbes titulantes (acidos ou bases). A resolucdo
matematica das equagdes que exprimem os equilibrios entre as diversas espécies
ibnicas formadas conduz por sua vez as constantes de equilibrio presentes e as
concentragbes em fungao do pH destas espécies. A partir dos anos 60, numerosos
programas de calculos baseados na utilizacdo de microcomputadores foram
desenvolvidos. Programas como por exemplo, o LETAGROP-SPEFO (Sillen et al.,
1969), adaptado aos dados espectrofotométricos e o SCOGS (Sayce, 1968),
adaptado aos dados potenciométricos, tem sido muito utilizados. Apés, outros
programas tém sido propostos, o MINIQUAD (Sabatini et al, 1974), o TIFIT
(Zuberbeuhler et al., 1982), e o PROTAF (Fournaise et al., 1987), escritos para o
tratamento de dados potenciométricos e 0 SQUAD (Leggett et al., 1975), para o
tratamento de dados espectrofotométricos. Programas mais recentes sdo por
exemplo, o programa BEST (Martell et al., 1992), o SIRKO (Vetrogon et a/, 1994)
que pode ser utilizado para o calculo das constantes de equilibrio a partir de dados
provenientes de técnicas variadas e o MAXIPOT-F (Gaizer ef al., 1994) adaptado as
medidas potenciométricas.
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Neste trabalho, nds utilizamos o programa BEST e o programa SPECIES
(Martell et al., 1992). O arquivo de entrada do BEST contém os seguintes dados
experimentais seguintes: os dados da variagdo do pH em funcdo do volume de base
ou de acido, as concentracdes dos diversos reativos (ligante, metal, acido ou base),
o volume inicial da solugdo e o conjunto de constantes de todos os equilibrios
susceptiveis de estarem presentes no sistema estudado. Este conjunto compreende
as constantes de equilibrio conhecidas e que podem ser encontradas na literatura e,
as constantes de equilibrio a serem determinadas, onde os valores podem ser
estimados arbitrariamente, normalmente com valores préximos das constantes
determinadas para sistemas semelhantes. O programa estabelece o balanco de
massas para cada espécie e resolve as equacgdes para as concentragdes em ions
hidrogénios que em seguida sdo comparados aos valores medidos. A otimizagéo
das constantes de equilibrio procuradas é realizada mantendo-se fixas as
constantes de equilibrio conhecidas e minimizando as diferengas entre os valores
de pH calculados e os pH medidos pelo método dos minimos quadrados.

O programa SPECIES permite determinar a distribuicdo das espécies maiores
em fung&o do pH. O arquivo de entrada deste programa é constituido pelo arquivo
de saida do programa BEST que contém todas as constantes de equilibrio
conhecidas e aquelas que foram determinadas pelo calculo.

As fontes de erros sdo numerosas e estio contidas normalmente nos dados
puramente quimicos (volume inicial, concentragbes dos reativos, presenca de
carbonatos ou outras impurezas, valor do pKw, constantes de equilibrio conhecidas)
ou relativos as medidas (calibracdo dos eletrodos, desvio de forga idnica, nao
idealidade da solugdo, mau controle da temperatura) (Potvin, 1994).
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Os erros sobre o pKw podem ser evitados, determinando seu valor em funcéo
do solvente utilizado e, de preferéncia, nas condi¢des de temperatura e forga idnica
utilisadas. Os erros devido as impurezas podem ser minimizados utilizando reativos
de qualidade certificada para analise. Erros importantes podem ser ocasionados
igualmente pela presenca de carbonatos absorvidos nos reativos alcalinos. A
utilizacdo de reativos sem carbonatos e uma ebulicdo da agua utilizada permite
resolver este problema. Podemos estimar a quantidade de carbonatos utilizando o
método de Gran (Gran, 1953).

A escolha do modelo quimico para representar o conjunto de equilibrios postos
em jogo, pode influenciar enormemente a exatiddo dos resultados, particularmente
se 0 modelo compreende as espécies onde a formagdo é negligenciada. Nestes
casos, é preferivel recorrer a métodos que permitam verificar a presenca eficaz ou
ndo destas espécies como por exemplo, 0 RMN, o IR ou a espectroscopia
eletrénica. Uma outra escolha critica é aquela referente as constantes de equilibrio
encontradas na literatura e introduzidas no modelo. Nos casos de sistemas
ternérios, que colocam em jogo um ligante, um ou mais metais e um &nion, é
preferivel determinar cada sistema em particular e por fim determinar o sistema com
todos os valores. Foi desta maneira que nés procedemos para os sistemas
constituidos pelo OBISDIEN, cobre, zinco ou magnésio e diversos anions.
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IV.1.1. MATERIAIS.

O OBISDIEN.6HBr empregado foi sintetizado pela modificagdo de um método
previamente descrito (Lehn et al., 1977, Cormamond et al., 1982). Selenito de sddio,
selenato de sddio, cloreto de potassio (suporte eletrolitico) e nitrato de cobre tri-
hidratado (Cu(NO3)2.3H>0O) s&do reagentes PA sendo usados sem previa
purificagdo. A solugdo estoque dos ions Cu(ll) foi padronizada por titulagdo com
EDTA usando murexida como indicador (Schwarzenbach et a/, 1969). Solucdes de
KOH 0,100 M livres de carbonatos foram preparadas a partir de ampolas Dilut-it
(J.T. BAKER) e foram padronizadas pela titulagdo com biftalato acido de potassio.

Estudos potenciométricos do OBISDIEN.6HBr na auséncia e na presenga de
ions cobre (1l), selenito e selenato foram realizados com um pH-metro de pesquisa
Digimed modelo DMPH3. Foram acoplados ao pH-metro, um eletrodo de vidro e um
eletrodo de referéncia Ag/AgC! Ingold. O conjunto foi calibrado com solugdes
previamente padronizadas de HC! 102 M (u = 0,100 M (KCI)) e KOH 10™ M livres de
COo. Esta calibragdo permite obter valores precisos para o conjunto a cada ponto
de p[H] medido. A reprodutibilidade do p[H] foi < 0,002 unidades de p[H] em regi6es
de tampao e a precisdo absoluta de p[H] foram < 0,002 unidades de p[H] em regi&o
acida e < 0,015 unidades de p[H] em regi&o basica. Os colchetes em p[H] s&o
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usados para enfatizar a determinagéo de -Log.qg[H*]. A temperatura foi mantida a
25,00 £ 0,03°C e a forga idnica (p) foi ajustada para 0,100 M pela adigéo de KCI.

Amostras de aproximadamente 0,10 mmol de OBISDIEN, selenito e selenato
cuidadosamente pesadas e aproximadamente 0.20 mmol de Cu(ll), foram diluidos
com 50 mL de agua duas vezes destilada (KMnO4) em uma célula hermeticamente
selada e termostatizada nas condi¢bes descritas acima. Todas as solugbes foram
tituladas com KOH 0,100M padréo e livre de CO». A faixa de p[H] estudada foi entre
2 e 11. O ion brometo estava presente em aproximadamente 0,60 mmol na solugéo
com o OBISDIEN.

»

1V.1.3. CALCULOS COMPUTACIONAIS.

As constantes de associacdo dos prétons do OBISDIEN e as constantes de
equilibrio do OBISDIEN:Cu2* foram reportadas de trabalhos anteriores (Motekaitis
et al., 1983). As constantes de associagéo dos prétons dos ions selenito e selenato
foram reportadas da literatura (Smith et al., 1989). As constantes de hidrélise do ion
Cu2* que nés utilizamos foram também reportadas da literatura (Baes ef al., 1976).
A constante de dissociacdo da agua (pKw) usada foi 13.78. Todas estas constantes
foram mantidas fixas durante o refinamento com o programa BEST. Vérias
constantes obtidas a partir da literatura foram determinadas com diferentes tipos de
sais como suporte eletrolitico (KNO3 KCIO4) e em principio, todas as constantes
discutidas neste trabalho, sdo dependentes do tipo de eletrélito. Entretanto, tem
sido mostrado na literatura (Motekaitis ef al., 1992) que as variacdes sao fracas e
que as constantes de equilibrio obtidas a partir de diferentes eletrélitos com o
OBISDIEN como ligante ndo diferem grandemente umas das outras. As espécies a
serem consideradas s&o aquelas as quais sdo formadas de acordo com os
conhecimentos em quimica de coordenagdo em solugées e cuidados foram tomados
para evitar a escolha de espécies improvaveis.

As constantes de equilibrio nos sistemas OBISDIEN-brometo, OBISDIEN-
brometo-selenito, OBISDIEN-brometo-.selenato, OBISDIEN-Cu(lt)-brometo,
OBISDIEN-Cu(lt)-brometo-selenito, OBISDIEN-Cu(ll)-brometo-selenito-selenato
foram calculados com a ajuda do programa interativo BEST (Motekaitis ef al., 1982)

ja mostrado no capitulo Il



47

1IV.2. RESULTADOS E DISCUSSAO.

-

V.21, ESPECIES DO OBISDIEN-BROMETO.

A presenca de espécies de brometo em solugdo, é devido ao fato de o
OBISDIEN utilizado ser cristalizado com seis moléculas de HBr. Brometo é
importante neste estudo porque ele esta presente no meio ambiente em grande
quantidade (Ahrland, 1985). Torna-se necessario verificar se ele pode competir com
os ions selenito e selenato para a formagdo de complexos com o OBISDIEN na
presenca ou na auséncia de ions metalicos. As curvas de equilibrio potenciométrico
s&o ilustradas na Figura 15. Enquanto uma discussdo detalhada de tais curvas pode
ser encontrada em trabalhos especializados (Martell et al., 1992), uma interpretacéo
generalizada dos dados plotados na Figura 15 pode ser dada como segue. Cada
curva plotada representa um experimento em separado. Um exame direto de uma
dada curva pode providenciar informagdes qualitativas sobre a estequiometria em
solucéo e sugestbes para possiveis espécies presentes. ‘

O OBISDIEN.6HBr torna-se dissociado em duas regifes de buffer, uma
proxima a p[H] 3.5 e a outra préxima a p[H] 9.0. A curva possui uma grande inflexdo
em a = 2 (onde a = moles de base adicionada por mole de ligante). Os pontos de
inflexdo correspondem a finalizagdo da neutralizagdo dos dois ions amoénio
substituidos mais acidicos, o mais acidico dos quais estd extensivamente
dissociado em solucéo aquosa no ponto de partida (a = 0). As regides de buffer que
ocorrem a altos valores de p[H] correspondem a dissociagdo dos quatro grupos
amoénio substituidos do ligante remanescentes os quais ocorrem em etapas
sequenciais.

As constantes de equilibrio determinadas estdo listadas na Tabela 1, onde
algumas delas s&o comparadas com valores determinados preliminarmente (Rosso
et al., 1995). As curvas de distribuicdo das espécies do sistema OBISDIEN:Br- sdo
mostradas na Figura 16.

As curvas mostram que espécies tri-, tetra-, penta- e hexaprotonadas sao
formadas. A analise dos dados de equilibrio potenciométrico ndo da evidéncias para
a formagéo das espécies mono-, di- e ndo-protonada no sistema OBISDIEN:Br-. A

espécie hexaprotonada é a mais estavel e predomina a baixos valores de p[H],
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Figura 15. Perfis das curvas de titulagdo potenciométrica das solugdes contendo
2,20 X 10° M de OBISDIEN, 1,32 X 10% M de Br na auséncia e na presenca de 2,5
X 10° M de Se0;2 e Se0,? (a = moles de base adicionada por moles de OBISDIEN;
t = 25,0°C; 4 = 0,100 M (KCI)).
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Tabela 1. Log. Das constantes de equilibrio dos complexos do OBISDIEN-brometo,
OBISDIEN-selenito e OBISDIEN-selenato (t = 25,00°C; p = 0,100 M (KCI)).

(LX) (HLX] . [HolX] (HalX] [H4lX] [HstX] . [HgLX]
(LX) [HL)X] [HoL)IX]  [HaL)X] (HaLldIX] (HsL)IX]  [HeLlX]
Br- (b) 1.42 1.64 1.89 1.92

1.40(92  167(7)2 1.80(8)2  1.97(8)2

HSeO3-(€)  4.44 3.93 361 3.66 3.43 3.08

Se042- (d) 3.17 3.60 3.98 4.52 5.36 5.59

@ Rosso et al., ‘submetido’. Os numeros em parénteses sfo a variagao na uitima
unidade. -

®) 5-fit = 0,0066; ' s-fit = 0,0097; ¥ 5-fit = 0,0120

o-fit & o desvio padrdo computado a partir dos p[H] calculados relativos a aqueles
observados experimentalmente (Martell et al., 1992).
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Figura 16. Curvas de distribuigéo das espécies para a solugdo contendo 2,20 X 10
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M de OBISDIEN e 1,32 X 10° M do ion brometo. L é a espécie completamente
desprotonada do OBISDIEN e HL*, H.L*, HaL*, Hil*, HsL®™ e HeL® s@o as
espécies mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexaprotonada do OBISDIEN. HaLBr*,

HALBr”, HsLBr* e HeLBr™ s&o as espécies tri-, tetra-, penta- e hexaprotonada do
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apresentando um maximo a p[H] 2,0 onde ela é 47,9% formada. A espécie
pentaprotonada apresenta um maximo a p[H] 3,6 sendo 24,4% formada. A espécie
tetraprotonada é 35% formada a p[H] 5,7, enquanto a espécie triprotonada somente
forma-se a valores de p[H] mais elevados, sendo 11,8% formada a p[H] 8,0.

Os ions cloreto s&o igualmente importantes uma vez que eles estéo
presentes no meio ambiente (Ahrland, 1985) e nesta solugao, eles estdo presentes
em grande quantidade (suporte eletrolitico) podendo competir com os ions brometo
para a formacao de complexos com o OBISDIEN na presenga e na auséncia de ions
metalicos. A evidéncia da formagédo de complexos de ions cloreto na cavidade do
OBISDIEN é mostrado pela estrutura cristalina de raios-X (Mertes et al., 1990,
Bourdon ef al., 1991) onde no estado sélido, um cloreto esta ligado ao grupo N-H*.
No presente trabalho nés levamos em conta a eventual formagdo da espécie
OBISDIEN:CI". Nossos resultados mostram que comparada a espécie
OBISDIEN:Br elas sdo marginalmente formadas. Outras espécies menores como
os complexos bromo e cloro selenitos e selenato ndo foram considerados neste
trabalho.

ra

1V.2.2. ESPECIES DO OBISDIEN-SELENITO.

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenca e na
auséncia de ions Se032- sob uma atmosfera de nitrogénio foram determinadas pelo
método descrito na parte experimental. Elas sdo mostradas na Figura 15. A curva
para o sistema OBISDIEN:Br- :Se032' apresenta uma longa regido de buffer a partir
de a = 1 & a = 6 indicando varias etapas de protonagdo. A curva mostra uma
inflexédo em a = 1, indicando que as mudangas de equilibrio ocorrem numa faixa de
p[H] (4,5 - 7,0) sem deslocamento de prétons. Enquanto 2 mmol de KOH s&o
necessarios para obter uma grande inflexdo na curva do OBISDIEN:Br- para a curva
do OBISDIEN:Br:SeO32- aproximadamente 1 mmol de base é suficiente. Este
resultado é esperado pelo fato de o ion Se032' reter um préton para a sua
protonagéo, formando o ion HSeO3".

As constantes de equilibrio do sistema OBISDIEN:SeO32' definida pela Equacgao
12 s&o listadas na Tabela 1. As curvas de distribuicdo das espécies para o sistema
OBISDIEN:Br-:Se032- sdo mostradas na Figura 17.
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Figura 17. Curvas de distribuigdo das espécies para a solugéo contendo 2,20 X 107
M de OBISDIEN e 2,5 X 10° M do ion selenito em presenca de 1,32 X 102 M de
ions brometo. L é a espécie completamente desprotonada do OBISDIEN e HL",
HaL?", HaL*, HeL* e HeL®* sdo as espécies mono-, di-, tri-, tetra- e hexaprotonada do
OBISDIEN. SeO;* HSeO; e H,SeO; sdo as espécies respectivamente
desprotonada, mono- e diprotonada do ion selenito. H.LBr**, HsLBr* e HeLBr** sio
as especies tetra-, penta- e hexaprotonada do OBISDIEN:Br. LHSeOs, HLHSeO;,
H.LHSeO;", HsLHSeO,:™, HiLHSeO,* e HsLHSeO,* sdo as espécies mono-, di-, tri-,
tetra-, e hexaprotonada do OBISDIEN:selenito.

12
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[HnLHSeO3(n-1)]
HnLN* + HSeO3- ==HpLHSeO3(N-1). Kn= (12)
[HnLN+[HSeO3]

A espécie hexaprotonada (H5LHSeO34+) forma-se abaixo de p[H] 5,0
apresentando um maximo a p[H] 3,4 onde ela é 17,4% formada. A espécie
pentaprotonada (H4LHSeO33+) é formada acima de p[H] 2,5, apresentando um
maximo a p[H] 5,5 onde ela é 56,3% formada. A espécie tetraprotonada
(H3LHSe032+ ) possui um maximo de 30,3% a p[H] 7,8; a espécie triprotonada
(HoLHSeO3t) é 22,4% formada a p[H] 8,4 e a espécie diprotonada (HLHSeO3) é
19,9% formada a p[H] 8,9. A forma monoprotonada (LHSeO3") do complexo € 24%
formada a p[H] 9,6. A forca de ligacdo diminui a partir das espécies
OBISDIEN:SeO32' monoprotonada para a hexaprotonada. Como citado acima, um
préton destas espécies & considerado ligado ao ion selenito e n&o ao ligante
macrociclico.

A curva do OBISDIEN:Br‘:SeO42' (Figura 15) mostra dois pontos de inflexao,
um em a =2, e o outro em a = 6 (onde a = moles de base adicionada por mole de
ligante), como foi observado para o OBISDIEN na presenca de ions Br- somente.
Entretanto a curva de titulagdo do OBISDIEN na presenca de ions Se042‘
apresenta um perfil com valores de pH mais elevados tanto na regiao acida quanto
na regido basica. Isto é uma forte indicagdo de que os ions Se042‘ estabilizam os
prétons ligados aos nitrogénios do OBISDIEN nas espécies do OBISDIEN:SeO42'
mais fortemente que com os brometos.

As constantes de equilibrio das espécies formadas pela associagdo do
Se042- com as formas protonadas do OBISDIEN definidas pela Equacgéo (13) sédo
reportadas na Tabela 1. A espécie monoprotonada é maxima a p[H] 9.9 onde ela é
31,2% formada e decresce a baixos valores de p[H] (Figura 18). A espécie
diprotonada € 36,6% formada a p[H] 9,0 e a triprotonada é 29,2 % formada a p[H]
8,3. A espécie tetraprotonada predomina a valores de p[H] 4,7-8,2 possuindo um
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Figura 18. Curvas de distribuigdo das espécies para a solugédo contendo 2,20 X 10°
M de OBISDIEN e 2,5 X 10° M do ion selenato em presenga de 1,32 X 102 M de
jons brometo. L é a espécie completamente desprotonada do OBISDIEN e HL",
HoL?, HaL®, HaL* e Hel®* sdo as espécies mono-, di-, tri-, tetra- e hexaprotonada do
OBISDIEN. SeO." é o ion selenato livre. H{LBr** e HsLBr™ s&o as espécies tetra-, e
hexaprotonada do OBISDIEN:Br. HLSeO,, H,LSeO, HsLSeO, H,.LSeO/
HsLSeO.» e HeLSeO," sdo as espécies: mono-, di-, tri- tetra-, penta- e
hexaprotonada do OBISDIEN:selenato.
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[HnLSe04(n-2)]
HnLN* + Se042- —=HpLSe04(N-2) Kn= (13)
[HaLM*1[Se042]

maximo a p[H] 6,3 onde ela é 78,4 % formada. As espécies penta- e hexaprotonada
s&o predominantemente formadas a p[H] 4,0 e 2,0 respectivamente sendo 54,3 % e
84,7 % formadas nestes valores de p[H]. A Estrutura 1 mostra a formula sugerida
para a espécie tetraprotonada, H4LSeO42+. Nesta estrutura, o ion selenato esta
ligado aos quatro hidrogénios do nitrogénio protonado na cavidade do ligante
macrociclico. Contribuicdes a partir de interagdes eletrostaticas sdo também
esperadas.

As constantes de estabilidade das espécies do OBISDIEN:Se042- aumentam
com o grau de protonagdo do ligante macrociclico, sendo maior para a forma
hexaprotonada do OBISDIEN. Um resultado similar foi observado para a associacéo
do OBISDIEN com o ion Br-. Um diferente resultado foi observado no caso do ion
selenito no qual as constantes de associacdo diminuem com o aumento da
protonacdo do ligante. Este comportamento pode resultar do fato de que o ion
selenito é protonado praticamente em toda a faixa de p[H] deste estudo, diminuindo
a carga negativa e deixando um préton do anion livre para interagbes com o ndo
protonado nitrogénio do OBISDIEN.

rl

A curva de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenca de ions
Cu2t sob uma atmosfera de nitrogénio e em uma razdo molar de 1:2:6 para o
sistema OBISDIEN:Cu2t:Br- & ilustrada na Figura 1S. Esta curva apresenta uma
inflexdo em a = 6 indicando qué os seis protons do OBISDIEN foram neutralizados a
valores de p[H] abaixo de 4.5. Uma segunda inflexdo ocorre em a = 7 indicando a
neutralizacdo de um proéton adicional devido a formacdo de espécies hidroxo. As
constantes de equilibrio dos complexos de OBISDIEN:Cu2t:Br- detectados sdo
definidos pelas Equacdes (14) - (16), com os seus valores sendo reportados na
Tabela 2.
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H4LSe042t (1)
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BISDIEN. 6HBr

\

Cu=+*,Br—

—
25

/% Cu=+, Se052~

Cu=2*,Se052—,Se0,2—

= Log[H*]
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Figura 19. Perfis das curvas de titulagéo potenciométrica das solugdes contendo a)
2,36 X 10°° M de OBISDIEN.6HBr; b) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr e 4,76 X 107
M de ions Cu®; c) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 4,76 X 10° M de ions Cu* e
2,36 X 10° M de ions Se05%; d) 2,36 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 4,76 X 10° M de
jons Cu®, 2,36 X 10° M de ions Se0,” e 2,36 X 10° M de ions SeO,? (a = moles de
base adicionada por moles de OBISDIEN; t = 25,0°C; u = 0,100 M (KCI)).



58

*(z661 “J€ 319 ||oely) AuswjejuawiIadXa SOPeAIaSqo
sajanbe e soanejas sopenajes [H]d sop sued e opeindwod oeiped oiAsap o 3 3Y-0
8110°0 =114~ , 00100 =IO, ‘61100 =3Y-O ®)

ve'8 oz'L 919 S0'9 8v'S (0) -z¥0°S
Sty €5°E EL 169 (q) -E0®sH
90y 80°€ 80°S (q) -z€0®s
161 61Z YA 79 [YArA 8Ll (e) -8
IXle(HOXno1  [xlIHOZNDT] [xl(¢no) [XIINO7EH] [X)InD12H] [X)noH] [xlno1] B
[X¢(HO)nDT]  [x(HO)ZnD) [x¢no7) [XnD7EH] [Xn21CH] [xno1H] [xno1)

((1oM) W 0oL ‘0 = A 1D.00'Ge = 1) ojeusies-,,nD-N3IASIG0 © oNus|es-,,nN)

~N3idsigao .O~®EOLQ|+NDO|ZM_Dw_mO op woxm_QEOO sop Otn:___)_dm 8P S8juB)suo sep ‘601 2 elege ]



59

[HpLCuBr(1+N)]
HpLCu(2+N) + Br=— HuLCuBr(1+n) K = (14)
MLX  [HpLCu(2+n) J[Br]
[LCuoBr3+]
LCus4t + Br —— LCugBr3+ K = (15)

MoLX  [LCux?H|[Br]

LCug(OH)(4N) + Br == LCup(OH)pBr(3-)

[LCup(OH)nBr(3-N)]
K = (16)
MoLX  [LCuo(OH)n(4-M[Br]

LCu2* and H,LCu(2+N) s3o as formas mononuclear nio-protonada e protonada do
complexo Cu(ll)-OBISDIEN. LCu24+ é o0 complexo binuclear Cu(ll)-OBISDIEN e
LCux(OH)4(4-N) sdo as espécies p-hidroxo. As constantes de formagio destas
espécies e também da espécie mononuclear hidroxo LCUOH* foram reportadas da
literatura (Motekaitis et al., 1983) e, foram consideradas na determinagdo das
constantes de equilibrio para a formagéo das espécies do OBISDIEN:Cu(ll):Br-.

As espécies binucleares u-brometo sdo as espécies majoritarias a p[H] acima
de quatro, enquanto as espécies mononucleares sao importantes somente a valores
de p[H] abaixo de 4,0 (Figura 20). A formula sugerida para a espécie binuclear (u -
bromo) Cu(ll)-OBISDIEN (LCugBr3+) ¢é representada em 2. O ion brometo esta na
cavidade do complexo receptor binuclear Cu(ll)-OBISDIEN e esta coordenado aos
dois centros metalicos. Esta espécie possui um maximo a p[H] 5,0 onde ela é 61,0%
formada.

A espécie binuclear monohidroxo LCu2(OH)Br2+, 3, forma-se acima de p[H]
5,0 possuindo um maximo a p[H] 8,4. Neste valor de p[H] ela é 51,3% formada.
Nesta espécie, o grupo hidroxo é esperado ser coordenado aos dois centros
metalicos na cavidade do OBISDIEN. A formagdo da espécie di-hidroxo
(LCuz(OH)z2+ ,4), ocorre a valores de p[H] altos e é a espécie maior acima de p{H]
10 (Figura 20).



Complexo binuclear do (u-Brometo) Cu(ll)-OBISDIEN (2)

60
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Complexo binuclear do (y-Brometo)(u-Hidroxo)
Cu(l)- OBISDIEN (3)

Complexo binuclear do (p-Brometo)(di-hidroxo)
di-cobre (ll) OBISDIEN (4)
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Figura 20. Curvas de distribuicao das espécies para a solugdo contendo 2,36 X 107
M de OBISDIEN e 4,76 X 10° M de ions Cu(ll) em presenca de 1,42 X 102 M de
ions brometo. HeL* é a forma hexaprotonada do OBISDIEN. HeLBr™ é a espécie
hexaprotonada do OBISDIEN:Br. Cu** é o ion Cu(ll) livre (aquo), LCu®, HLCu™,
H,LCu®*, LCuOH’, LCw,", LCu,0H* e LCuy(OH),* sdo as espécies do
OBISDIEN:Cu®. H,LCuBr*, HsLCuBr* e LCuBr* representam a di- e triprotonada,
mononuclear e a binuclear desprotonada ‘espécies de OBISDIEN:Cu®:Br.
LCu,0HB** e LCuyOH),Br' s&o as espécies binucleares hidroxo do
OBISDIEN:Cu*":Br’.
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As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presencga e na
auséncia dos fons Cu2te selenito, sob uma atmosfera de nitrogénio € ilustrada na
Figura 19. A curva para o sistema OBISDIEN:Cu2+:Se032' na razao molar 1:2:,1/’
mostra duas inflexbes, uma ao redor de a = 5 e a outra em a = 6. As duas inflexdes
ocorrem a uma unidade de a menor do que aquela encontrada para o sistema sem
Se032'. Acima de p[H] 9.5, as curvas para o OBISDIEN:Cu2+:SeO32' e o
OBISDIEN:Cu2* coincidem indicando que acima deste p[H], espécies hidroxo
podem também predominar neste sistema.

As constantes de equilibrio dos complexos de OBISDIEN com os ions Cu2* e
Se032‘ est&o incluidos na Tabela 2, sendo definidos pelas Equagdes (17) - (20). As

curvas de distribuicdo das espécies sdo mostradas na Figura21.

[LCuHSeO3t]
LCu?* + HSeO3 == LCuHSeO3* K = (17)
MLHX  [LCu2*][HSeO3"]

HnLCu(2+N) + HSeO3- = HnLCuHSeO3(1+N)

[HhLCuHSeO3(1+N)]
MLHX  [HnLCu(2+N)[HSeO37]

LCus%*t + Se032-==LCusSe032*

[LCusSe032t]
K ——

= (19)
MolX  [LCus4+][Se0327]

LCup(OH)n(4N) + Se032- = LCuy(OH)Se03(2-N)

[LCun(OH)Se03(2-n)]
K = (20)
MoLX  [LCux(OH)p(4-N)[Se032]
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Figura 21. Curvas de distribuigdo das espécies para a solugéo contendo 2,36 X 10°
M de OBISDIEN, 4,76 X 10° M de ions Cu(ll) e 2,36 X 10> M de ions Se0s* em
presenca de 1,42 X 102 M de ions brometo. HeL* é a forma hexaprotonada do
OBISDIEN. HeLBr** é a espécie hexaprotonada do OBISDIEN:Br. Cu®* é o ion Cu(ll)
livre (aquo), LCuOH', LCu,OH* e LCuy(OH),*
OBISDIEN:Cu®*. LCu,* é a espécie binuclear do OBISDIEN:Cu®. H,LCuBr*,
HsLCuBr* e LCu,Br* representam as mononucleares di- e triprotonada, e a
binuclear desprotonada espécies de OBISDIEN:Cu*:Br. LCu,OHB*
LCux(OH),Br* sdo as espécies binucleares hidroxo do OBISDIEN:Cu*:Br. SeOs>
HSeO; e H,SeO; sdo as espécies respectivamente desprotonada, mono- e
HLCuHSeO;”*, H.LCuHSeOs* e
sdo0 as espécies mono-, di-, tetraprotonada do
LCu,Se07”*, LCu,OHSeO* e LCuy(OH),SeO; sdo as
do

sdo as espécies hidroxo do

e

diprotonada do ion selenito. LCuHSeO;',
HsLCuHSeO5"*
OBISDIEN:Cu**Se05”".

completamente

tri-, e

binucleares desprotonadas e hidroxo espécies

OBISDIEN:Cu?*'Se03*".

e
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No sistema OBISDIEN.6HBr.Cu2t:Se032- as espécies mononucleares sdo
formadas na maior parte da faixa de p[H] estudada. Entretanto ions brometo
competem com o ion Se032' para a formacédo de espécies complexadas. A unica
espécie binuclear significante envolvendo os ions selenito é o LCusSe032t a qual‘
possui um maximo de formagéo a p[H] 7,2 sendo 27,6% formada.

”

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.GHBr na presenga dos
ions Cu2+, selenito e selenato sob atmosfera de nitrogénio foram determinadas pelo
método descrito na parte experimental. E muito importante saber como os ions
selenatos complexam com os ions Cu2* na presenca de ions selenito. A curva para
o sistema OBISDIEN:Cu2*:Br:Se032:Se042- na razdo molar 1:2:6:1:1 esta
ilustrada na Figura 19. A curva mostra que na presencga de ions Se042‘ aregiao do
buffer estende-se para apés a = 6. O consumo de KOH apés a = 6 indica a possivel
formagéo de espécies hidroxo como no prévio sistema. As curvas de distribuicao
das espécies do sistema OBISDIEN:Cu2t:Se032-:Se042- sdo mostrados na Figura
22 e o Log. das constantes de equilibrio determinadas para o sistema
OBISDIEN:SeO42‘ definidos pelas Equacdes (21) - (23) estdo listadas na Tabela 2.

HnLCu(24N) + Se042- ==H,LCuSeO4"

[HnLCuSeO4M]
K = (21)

MLX  [HnLCu(2*M)][Se042]

LCus? + Se042- = LCusSe042+

[LCurSe042+]

K (22)

MoLX [LCup?*][Se0427]
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LCup(OH)n(4N) + Se042- =—=LCuy(OH),Se04(2-N)

[LCup(OH),Se04(2-n)]

K (23)

M2LX_ [LCun(OH)n(4-M][Se042-]

A espécie completamente desprotonada LCu28e042+ é formada acima de
p[H] 3,0 com um maximo a p[H] 4,5 onde ela é 65,4% formada. Ela ndo existe acima
de p[H] 7,00 O complexo (u-hidroxo)(u-selenato) di-cobre (11)-OBISDIEN
(LCux(OH)SeOQ4*), é a maior espécie a valores de p[H] acima de 5,5 e abaixo de
9,0, possuindo um maximo a p[H] 7,2 onde ela é 78,8% formada. A estrutura
sugerida para esta espécie € representada em 5, com uma hidroxila € um anion
selenato ligando aos dois centros metalicos.

Acima de p[H] 9,0 as espécies di-hidroxo tornam-se mais importantes
possuindo um maximo a p[H] 12,0 onde ela é 89,9% formada. As espécies
mononucleares HoLCuSe042* e H3LCuSeO43+ sdo formadas a baixos valores de
p[H]. A espécie diprotonada é 28,5% formada a p[H] 3,6 e a espécie triprotonada
possui seu maximo a p[H] 3,2 onde ela é 47,4% formada. As curvas de distribuigdo
mostram resultados interessantes. A maior parte do selenato estd complexado na
faixa de p[H] deste estudo enquanto o selenito esta principaimente livre. A p[H] 8,1
o qual é o p[H] de agua de mar (Ahrland, 1985), na auséncia de outros agentes
complexantes, muito dos ions selenito e brometo estdo livres enquanto 80% do
selenato estd complexado como (u-hidroxo)(u-selenato) di-cobre (11)-OBISDIEN.
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Figura 22. Curvas de distribuicio das espécies para uma solugdo supersaturada
contendo 2,36 X 10° M de OBISDIEN, 4,76 X 10 M de ions Cu(ll) e 2,36 X 10 M
de ions Se0;” e Se0,> em presenca de 1,42 X 102 M de ions brometo. LCu,Se0,**
é a espécie binuclear completamente desprotonada do OBISDIEN:Cu®:SeO4* e,
LCu,OHSeO," e LCu,(OH),Se0, sdo as espécies mono- e di-hidroxo. Cu* é o ion
Cu(lt) livre (aquo). H.LCuSeO,**, HsLCuSeO,* sdo as espécies mononucleares di- e
triprotonada do OBISDIEN:Cu®*:Se0,> . SeO.* é o ion selenato e HsLSeO,* e
HeLSeO.*, sdo as espécies penta- e hexaprotonada do OBISDIEN:Cu®**:SeQ,2.
Se0;” HSeO; e H,Se0; s&o as espécies respectivamente desprotonada, mono- e
diprotonada do ion selenito. LCuHSeO,", HLCuHSeOs*" sdo as espécies mono- e
diprotonada do OBISDIEN:Cu*"'Se0s>". |
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1V.3. CONSIDERACOES GERAIS

As espécies formadas em solugdo aquosa na complexacao dos ions Se032',
Se042' e Br- com o macrociclico OBISDIEN e pelo complexo receptor Cu(ll)-
OBISDIEN foram caracterizados e avaliados por métodos potenciométricos como
uma funcdo do p[H]. Os ions SeO32-, Se042- e Br ligam na cavidade do
OBISDIEN na auséncia e na presenga do ion Cu(ll) formando complexos mono- e
binucleares. O equilibrio competitivo do ion Br- e as espécies de selénio mostram
que 0s ions Se042' estdo complexados na faixa de p[H] de 2 a 12 enquanto os ions
Se032- e Br- restam mais livres em solug&o.

No sistema sem o metal, o aumento das constantes de associagdo do
selenato relacionado com o aumento da protonacdo do OBISDIEN pode ser
entendido com base na formacgéo de ligagdes de hidrogénio envolvendo o nitrogénio
protonado do ligante macrociclico e os oxigénios do ion selenato. Também as
interagbes eletrostaticas entre o oxigénio negativo do ion selenato e o nitrogénio
positivo do OBISDIEN devem ser consideradas. O comportamento oposto que nos
observamos para as constantes de ligacdo do ion selenito entretanto, podem
resultar do fato que o ion selenito existe principalmente como forma protonada e
portanto € menos negativo que o ion selenato. O préton do ion selenito é avaliado
para interagbes com o nitrogénio ndo protonado do OBISDIEN.

Ao contrario dos ions selenatos, os ions selenito apresentam uma forte
interagdo com o OBISDIEN, quando este ligante apresenta-se pouco protonado. Isto
ocorre devido a possivel formagdo de ligagdes de hidrogénio, envolvendo o
nitrogénio protonado do OBISDIEN com a forma protonada da espécie HSeOs.
Quando o OBISDIEN esta na presenca de ambos ions selenito e selenato, um
interessante resultado pode ser observado, em uma grande faixa de p[H] e
particularmente no p[H] médio da agua do mar, enquanto a maior parte do selenito
esta livre, o selenato esta 80% complexado. Este resultado é importante como uma
interessante perspectiva para aplicagdo do ligante OBISDIEN para a seletiva
extragéo e analise de selenatos toxicos nas aguas naturais.
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O KCI (MERCK) utilizado como suporte eletrolitico foi usado em todas as
medidas potenciométricas sem prévia purificagdo. O macrociclico OBISDIEN foi
sintetizado por uma modificagdo do método previamente descrito (Lehn et al., 1977,
Comarmond et al., 1982). Nitrato de zinco (ll) hexahidratado (Zn(NO3)2.6H20),
nitrato de magnésio (ll) hexahidratado (Mg(NOg3)2 .6H20), HCI, sulfato de sédio,
selenito de sédio e selenato de sbddio, sdo reagentes puros. Solugdes de KOH livre
de carbonatos com concentrag&o aproximada de 0,100 M foram preparadas a partir
de ampolas Dilut-it (J.T. BAKER) e foram padronizadas por titulagdo com biftalato
acido de potassio. As solugbes estoques de zinco(ll) e magnésio(ll) foram
padronizadas por titulagdo com EDTA usando murexida como indicador
(Schwarzenbach ef al., 1969).

] .

Todas as determinagbes das constantes de equilibrio envolvendo o
OBISDIEN.6HBr na presenca dos ions metalicos zinco(ll) e magnésio(ll) com os
jons brometo, sulfato, selenito, e selenato por titulagio 'potenciométrica, foram
realizadas com o mesmo equipamento e condigdes descritas no capitulo quatro, em
"Medidas dos Equilibrios Potenciométricos”. A razdo molar de OBISDIEN:Zn**
(Mg*):Br foi de 1:2:6. Para os sistemas OBISDIEN:Zn* (Mg*):SOZ,
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OBISDIEN:Zn** (Mg®*):Se0s>,0BISDIEN:Zn* (Mg*):Se0.”, a razdo molar foi de
1:2:1.

ré

V.1.3. CALCULOS COMPUTACIONAIS.

As constantes de equilibrio para o sistema OBISDIEN:Zn(ll), foram
reportados da literatura (Motekaitis et al., 1983). Para os sistemas OBISDIEN:Br-,
OBISDIEN: SeO32- e OBISDIEN:Se042- os valores das constantes utilizados foram
reportados da Tabela 1 desta tese. As constantes de protonacdo para o sistema
OBISDIEN:SO42', foram previamente determinadas em nossos laboratérios. As
constantes de associagdo protonica dos ions sulfato, selenito e selenato foram
reportadas da literatura (Smith et al., 1995) e as constantes de hidrélise dos ions
‘Zn2+ e M92+ foram reportadas do livro de Baes e Mesmer (Baes ef al.,, 1976). A
constante de dissociagdo da agua (pKw) a 25,'00°C e 4 = 0,100 M usada foi 13,78.
Todas estas constantes foram fixadas durante o refinamento com o programa BEST.

A literatura mostra que constantes de equilibrio obtidas em diferentes
suportes eletroliticos com o OBISDIEN como ligante possuem uma boa aproximagao
(Motekaitis et al., 1992) e, no presente trabalho, algumas constantes encontradas
na literatura foram determinadas com diferentes suportes eletroliticos. As espécies a
serem consideradas s&o aquelas as quais estdo de acordo com os conhecimentos
em quimica de coordenagéo em solugdo e foram cuidadosamente escolhidas para
evitar espécies improvaveis.

Todas as constantes de equilibrio determinadas neste trabalho foram
calculadas com a ajuda do programa interativo de computador BEST (Martel et al.,
1992) e a distribuicdo das espécies foram calculadas com a ajuda do SPECIES
programa de computador que usa como arquivo de entrada, o arquivo de saida do
programa BEST. Detalhes a respeito destas técnicas computacionais podem ser
encontradas no capitulo trés desta tese, incluso a bibliografia.

Foram realizados calculos de Mecéanica Molecular com o auxilio de um
programa PC Model, em um microcomputador compativel com IBM. O campo de
forca mecénico molecular presente no programa foi usado para realizar todos os

calculos.
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V.2. RESULTADOS E DISCUSSAQ

” ~

V.2.1. CALCULOS DE MECANICA MOLECULAR.

Os calculos de Mecanica Molecular mostram que os complexos de di-zinco(ll)
- e di-magnésio (Il) - OBISDIEN séo aptos a adotar varias conformagdes de baixa
energia. Duas conformagdes s&o levadas em conta neste trabalho como sendo
importantes. As conformagdes estendida e fechada (Figuras 23 e 24). A distancia
entre os 4tomos de Zn na forma estendida do complexo com o OBISDIEN é de 7,32
A° e no caso do complexo de magnésio (Il) - OBISDIEN a distancia Mg a Mg é 7,35
A°. A separagéo Zn a Zn na forma fechada é de 4,85 A°, e para a forma fechada do
magnésio (ll) € mostrado que a distancia entre os ions magnésio (Il) é de 4,95 A°.
Prévios calculos de Mecanica Molecular para o complexo di-cobre (I1)-OBISDIEN
revelou conformacdes similares que o habilitam para a coordenacéo de ligantes de
diferentes tamanhos (Jurek et al., 1995).

Simulagdes e calculos sobre os complexos de di-zinco (Il) e di-magnésio (l1)-
OBISDIEN mostram a existéncia de varias conformagbées de baixa energia com
diferentes separagbes para Zn a Zn (Figura 23) e Mg a Mg (Figura 24) que podem
permitir a coordenagdo de ions selenato, selenito, sulfato, brometo e hidroxido em
sua cavidade.

As constantes de estabilidade dos complexos normais (deprotonados) tendo
uma raz&o molar 1:2 de complexos do OBISDIEN:Zn2+ e OBISDIEN:Mg2+ e com os
anions sendo 1:2:6 para ions Br- e 1:2:1 para os ions S042-, Se032- e Se042", s30
definidas pelas Equagtes 24 e 25 respectivamente.

[LMX2-N]
LMX2-n Kiwx (24)
[LMZH][X"]

LM2+ + XN ——
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Figura 23. (a) Conformagdo estendida do complexo dizinco (I1)-OBISDIEN. A
separagao Zn-Zn é de 7,32 A°. (b) Na conformagéo fechada, a separagdo Zn-
Zn é 4,85 A°.
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Figura 24. (a) Conformagéo estendida para a separagdo Mg-Mg igual a 7,35 A°. (b)
Conformagao fechada para a separagio Mg-Mg igual & 4,95 A°.
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[LMoX4-N]
LMpX4-n Kivox = (25)
[LMo4+][XN"]

LMo4+ +  Xxn-

Onde XN- & o anion com a sua carga, LMX*" representa o quelato mononuclear
1:1:X (X =1 ou 6), ndo protonado e n&o hidrolisado e LM2X4'" representa o quelato

— binuclear 1:2:X (X = 1 ou 6) n&o protonado e n&o hidrolisado.
As constantes de protonacdo dos sistemas OBISDIEN:Metal:Anions sdo

? expressas pelas Equagdes 26, 27, 28, 29 e 30, respectivamente.

[HLMX3™)
| HLM> + X™ HLMX" Kiiwx = (26)
f HLM>[X™])
o
| [HLMX*"
; HLM* + X™ HoLMX*" Kroimx = (27)

[HoLM*][ X™]

[HaLMX>™]
HalM® + X" ——— H,LMx>" Kiaimx = (28)
[HaLM™]IX™]
[MLOHX3")
M,LOH>* + X" M,LOHX>" KuaLoHx = (29)
[MLOH>JIX"™]
_ o o [MoL(OH)2X""]
‘ ML(OH),™ + X" —= M,L(OH),X KmzLony2x = > (30)
[MoL(OH)“"IX"]

Onde HLMX®", H.LMX*" e HsLMX>", representam as espécies 1:1:X(X = 1 ou 6)
mono-, di- e triprotonada dos complexos mononucleares. M,LOHX e M,L(OH).X
representam as formas hidroxo dos complexos 1:1:X (X =1 ou 6) e 1:2.X (X =1 ou
6) OBISDIEN:anion:metal.

A hidrélise dos ions metalicos foi considerada nos calculos e foram expressas
pela Equacgdo 31. As constantes de hidrdlise apropriadas foram obtidas a partir da
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literatura (Baes et al, 1976) e neste trabalho noés consideramos as seguintes
espécies hidroliticas: Zn(OH)*, Zn(OH),, Zn(OH)s*, e Zn(OH),** para o sistema
OBISDIEN:Zn(l1):X e MgOH®*, e Mg4(OH),* para o sistema OBISDIEN:Mg(ll): X.

[M(OH),>"|
M(OH), By = (31)
[M*J[OHT"

M?* + nOH

V.2.2.1, COMPLEXOS DE OBISDIEN-ZINCO(Il)-BROMETO

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenca e na
auséncia de ions Zn** sob uma atmosfera de nitrogénio, em uma razao molar 1:2:6
para o sistema OBISDIEN:Zn(ll):Br’, foram realizadas e estdo ilustradas na Figura
25. A espécie brometo esta presente porque o ligante OBISDIEN foi cristalizado
com seis moléculas de HBr. Devido a grande quantidade de ions cloreto em solugéo
(suporte eletrolitico), a possivel competicdo deste ion com o ion brometo foi
verificada, porem n&o foi detectado a formagdo de complexos. Similarmente,
espécies menores envolvendo complexos de bromo ou cloro selenitos ou selenatos
n&o foram considerados neste trabalho (Bourdon et al.,, 1991). Neste sistema nés
observamos a formacdo de um precipitado a aproximadamente p[H] 8,0. Este
precipitado é provavelmente as espécies di-hidroxo do zinco(ll), Zn(OH), que inicia
a sua formacao neste valor de p[H]. O precipitado permanece até p[H] 11,5 e os
valores de p[H] nesta faixa ndo foram considerados para efeito de calculo.

O equilibrio para a formagdo dos complexos normais e protonados s&o
_indicados pelas Equagdes 25, 27-29. As constantes de estabilidade determinadas
s&o apresentadas na Tabela 3. A curva inicia a aproximadamente p[H] 3,0 e até p[H]
4,0 onde a = 2 ela é semelhante & aquela do OBISDIEN.6HBr sem ions Zn(ll). Isto
indica que ndo ha formagédo de complexos nesta faixa de p[H] até os dois primeiros
protons do ligante terem sido neutralizados. Acima de p[H] 4,0 a curva do
OBISDIEN:Zn(ll):Br" € mais baixa que a curva do OBISDIEN:Br indicando o
deslocamento de prétons. Os dados obtidos foram analisados sobre possiveis
espécies mono- e binucleares. As constantes de formacdo para as espécies
OBISDIEN:Zn(ll):Br" estimadas foram refinadas pelo programa BEST enquanto as
demais constantes de formacéo foram fixadas (Martell ef a/., 1992).
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Figura 25. Perfis das curvas de titulag&o potenciométrica das solugdes contendo a)
1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr; b) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr e 2,00 X 10
M de ions Zn**; ¢) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions Zn** e
1,00 X 10° M de ions SO.%; d) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de
fons Zn**, 1,00 X 10® M de ions Se0,%, e) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X
10° M de ions Zn**, 1,00 X 10 M de ions SeOs* e 1,00 X 10° M de ions SeO.? (a =
moles de base adicionada por moles de OBISDIEN; t = 25,0°C; p = 0,100 M (KCI)).
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Tabela 3. Log. das constantes de equilibrio dos complexos do OBISDIEN-Zn?*-
brometo, OBISDIEN-Zn**-sulfato OBISDIEN-Zn*-selenito e OBISDIEN-Zn*'-
selenato (t = 25,00°C; p = 0,100 M (KCI)).

(LZnX] [HLZnX) [HoLZnX] (LZnoX]
(LZn}(X] [HLZn](X] {(HaLZn][X) [LZn3]IX]
Br 3.57 1.91
$042- 4.40 5.03 4.12
Se032- 5.37
HSeO3" 5.40 4,82 469
SeQ42- 6.67 5.58

Br" o-fit = 0,010304; SO,* o-fit= 0,013551; Se0,* o-fit = 0,009018; Se0,> o-fit =
0,013718.

o-fit € o desvio padrdo computado a partir dos p[H] calculados relativos a aqueles
observados experimentalmente (Martell ef al., 1992).

Constantes de estabilidade total: H3LZnBr4+ = 33.36; LZn20HBr2* = 9,29; LZn,0HSO4*
= 11.20; L%pz(OH)zSO.; = 4.29; H3LZnHSeO34+= 42.96; LZn2(OH)2SeO3 = 4.66;
H3lZnSeO4 = 36.42; LZn2(OH)2Se04 = 5.92.
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As curvas de distribuicdo das espécies como mostrado na Figura 26, foram
calculadas com a ajuda do programa de computador SPECIES e plotadas com a
ajuda do programa de computador SPEPLOT (Martell et al., 1992). A espécie
mononuclear diprotonada, H,LZnBr** possui um méximo a p[H] 6,4 onde ela é
38,6% formada e a espécie mononuclear triprotonada HsLZnBr* possui um maximo
a p[H] 6,0 onde ela é 20,0% formada. A espécie binuclear, LZn,Br** possui um
maximo a p[H] 7,3 onde ela é 18,0% formada. LZn,* compete com esta espécie. A
espécie melhor formada é o complexo binuclear monohidroxo, LZn,OHBr** que
possui um maximo a p[H] 9,0 onde ela é 74,3% formada. Esta € a maior espécie
para o sistema OBISDIEN:Zn(ll):Br". Ela predomina em valores de p[H] de 7,8 a
10,0. Acima de p[H] 10,0 a espécie mononuclear monohidroxo LZnOH" e produtos
hidrolisados tomam lugar (ndo mostrado na Figura 26).

A estrutura sugerida para LZn,OHBr**, 6, mostra dois ions Zn(ll) coordenados
na cavidade do OBISDIEN enquanto os ions brometo e hidroxidos formam uma
ponte entre os dois centros metalicos. A estrutura cristalina de complexos
macrociclicos e macrobiciclicos com uma hidroxila formando uma ponte, tem sido
estudado e caracterizado (Motekaitis et al., 1989, Martell, 1993).

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenca
e na auséncia de Zn** e SO,> sob uma atmosfera de nitrogénio, em uma razao
molar 1:2:1 de OBISDIEN.BHBr:Zn(i1):S0,* foram feitas e estdo ilustradas na Figura
25. Da mesma maneira que no sistema acima, nés observamos um precipitado a
aproximadamente p[H] 8,0. A curva mostra que até aproximadamente p[H] 5,0 sua
forma é semelhante a curva do OBISDIEN.6HBr. Isto € uma indicacdo que ndo ha
formacgéo de complexos de Zn(ll) nesta faixa de p[H], mas acima de p[H] 6,0, a curva
tem uma forma também semelhante a do sistema OBISDIEN.6HBr.

As constantes de equilibrio para todos os provaveis complexos de
OBISDIEN:Zn(II):SOf’ s&o definidos pelas Equacgdes 25, 26, 27, 29 e 30 acima e as
constantes de estabilidade s&o apresentadas na Tabela 3. A diferenga na forma das
curvas para os sistemas OBISDIEN:Zn(l1):SO* e OBISDIEN.6HBr:Zn(ll) na faixa de
p[H] 5.0 a 6.0 (a igual a 2 até 4) é devido ao fato que a espécie
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Figura 26. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugéo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Zn* 2,0 X 10° M na presenga de 6,00 X 10® M de ions
brometo. H,LZnBr*, HsLZnBr** e LZn,Br** representam as mononucleares di- e
triprotonada e a binuclear desprotonada espécies do OBISDIEN:Zn*:Br
respectivamente. LZn,OHBr** é a espécie binuclear hidroxo do OBISDIEN:Zn*":Br".
HLZn* e LZn* s&o respectivamente a monoprotonada e completamente
desprotonada espécies de OBISDIEN:Zn** e LZnOH" é a espécie hidroxo. LZn,* é o
binuclear complexo receptor. Todas as espécies ndo metalicas e o produto da
hidrélise dos ions Zn(ll) ndo foram representados. Zn** é o ion Zn(ll) livre (aquo).



Complexo binuclear do (u-Brometo)(p-Hidroxo)
Zinco(ll)-OBISDIEN (6)

81
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mononuclear diprotonada (H,LZnS0.**) compete com a espécie H,LSO,* (ndo
mostrada na Figura 27) e a formagao da ultima espécie, é a mais provavel i.e., o
equilibrio é favorecido para a espécie ndo metélica a qual retém dois prétons a mais
que as espécies com o ion brometo. As curvas de distribuicdo das espécies sdo
apresentadas na Figura 27.

O ion Zn** n3o complexa a valores de p[H] abaixo de 5,0, desta forma, as
espécies de OBISDIEN:SO,” predominam nesta regido. A maior espécie neste
sistema é a espécie binuclear (di-hidroxo) (u-sulfato) zinco(ll)-OBISDIEN, 7, a qual
predomina a valores de p[H] acima de 7.3. O grupo sulfato pode coordenar aos dois
centros metalicos formando uma ponte como sugerido pela formula 7. A espécie
mononuclear monoprotonada, HLZnSO4" possui um méximo a p[H] 6,9 onde ela é
24,3% formada, enquanto a espécie mononuclear diprotonada H,LZnSO,* possui
um maximo a p[H] 6,3 onde ela é somente 12,7% formada. A binuclear e
completamente desprotonada espécie LZn,SO,** foi encontrada em valores de p[H]
neutro, possuindo um maximo a p{H] 7,0 onde ela é 31,1% formada.

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenca e na
auséncia de ions Zn** e selenito sob uma atmosfera de nitrogénio sao ilustrados na
Figura 25. A curva para o sistema OBISDIEN.6HBr:Zn**'Se0s> mostra que o ion
Se0s” retém um préton para a sua protonagdo pela formagdo do ion HSeOs.
Enquanto 2 mmoles de KOH s&o necessarios para a observada forma da inflexdo
em a = 2 na curva do OBISDIEN.6HBr, para a curva do OBISDIEN: Se032'
aproximadamente 1 mmol de base é suficiente.

As constantes de equilibrio para todos os provaveis complexos do sistema
OBISDIEN:Zn(l1):Se0s> sdo definidas pela Equagdes 24, 25, 26, 27 e 30 e as
constantes de estabilidade sdo mostradas na tabela 3. A valores de p[H] abaixo de
8,0 os ions selenitos sdo monoprotonados (Log K=8), de maneira que as constantes
de formagio dos complexos de zinco(ll)-OBISDIEN com este anion, definidos pelas
equagbes 25, 26, 27 e 28 representam a associacdo dos complexos de zinco(ll)-

OBISDIEN com os ions HSeQj3'. Todas as constantes de equilibrio consideradas
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Figura 27. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e fons Zn** 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions SO,%, na presenca de
6,00 X 10° M de ions brometo. HLZnSO,', H,LZnSO,* e LZn,SO.* sdo as
mononucleares, mono- e diprotonadas e binuclear desprotonada espécies do
OBISDIEN:Zn**SO.* respectivamente. LZn,0HSO," e LZn,(OH),SO, so as
espécies binucleares hidroxo do OBISDIEN:Zn*SOZ. H.LZnBr*, HsLZnBr*
representam as mononucleares di- e triprotonada espécies do OBISDIEN:Zn**:Br
respectivamente. Zn** é o ion Zn(ll) livre (aquo) e Zn(OH)s & o produto da hidrélise
do ion Zn(ll). As espécies ndo metalicas ndo foram representadas assim como as
espécies com menos de 2% de formacgéao.
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Sulfato aduto do binuclear di-hidroxo Zn(ll)-OBISDIEN (7)
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neste sistema para fins de calculos, foram encontradas na literatura. Nao foi
possivel comparar algumas constantes de equilibrio determinadas com as
constantes de equilibrio para o sistema OBISDIEN:Zn(ll) e estas constantes estdo
colocadas no rodapé da Tabela 3 como constantes de estabilidade totais. Espécies
menores (menor que 2%) n&o foram consideradas neste sistema.

As curvas de distribuicdo das espécies para o0 sistema
OBISDIEN:Zn(l1):Se0s> sdo mostradas na Figura 28. Os ifons zinco(ll) iniciam a
formagcdo de complexos a valores de p[H] acima de 4,0 formando espécies
protonadas dos complexos mononucleares OBISDIEN-zinco(ll). As espécies
mononucleares protonadas, HLZnHSeOz>", HLZnHSeO5>* e LZnHSeOs" possuem
seus maximos a valores de p[H] de 6,1, 6,5 e 7,2 onde elas sdo 7,2, 44,3 e 27,6%
formadas respectivamente. A espécie binuclear LZn,SeOz** possui um maximo a
p[H] 7,5 onde ela € 43,2% formada e a espécie di hidroxo LZn(OH),SeO; é a maior
espécie acima de p[H] 8,0, possuindo um maximo de 97,5% a p[H] 9,7. O grupo
selenito pode coordenar formando uma ponte com dois ions zinco(ll) como sugerido

pela estrutura 8, da mesma maneira como sugerido para os ions sulfato na estrutura

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presencga e na
auséncia dos ions Zn2+, selenito e selenato, sob uma atmosfera de nitrogénio foram
determinadas pelo método descrito na parte experimental e os resultados sao
mostrados na Figura 25. A curva foi interrompida a p[H] 8,0 devido a formagao de
um precipitado. A curva mostra ainda que na presencga dos ions SeO,*, a regiao de
buffer estende-se quase a a = 6 indicando uma possivel formagdo de complexos
hidroxo e complexos binucleares deprotonados.

As constantes de equilibrio para todas as provaveis espécies sdo definidas
pelas Equacbes 25, 27, 28 e 30 e as constantes de estabilidade sdo mostradas na
Tabela 3. As curvas de distribuicdo das espécies para o sistema
OBISDIEN.6HBr:Zn(ll): Se05*: Se0,* sdo mostradas na Figura 29. A formacgao de
complexos metalicos ocorre a valores de p[H] acima de 4,0. Os complexos de
zinco(l1)-OBISDIEN est&o coordenados com os ions SeOs” e Se0,>. O complexo
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Figura 28. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Zn** 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions SeO,* na presenca de
6,00 X 10° M de ions brometo. LZn,Se0s** e LZn,(OH),Se0; sdo as espécies
binucleares completamente desprotonada e di-hidroxo do OBISDIEN:Zn*SeOs*.
LZnHSeOs5*, HLZnHSeOs” e H,LZnHSeO;* sdo as espécies mononucleares e
H,LZnBr* e HaLZnBr*, so as espécies di- e triprotonadas do OBISDIEN:Zn**:Br".
LZn," é a espécie binuclear do OBISDIEN:Zn*. Zn®* & o ion Zn(ll) livre (aquo) e

Zn(OH)s" é o produto da hidrélise do ion Zn(ll). As espécies ndo metalicas n&o foram

representadas assim como as espécies com menos de 2% de

formacéo.
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Figura 29. Curvas de distribuigcdo das espécies para a solugio contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Zn* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions Se0s* e SeO.* na
presenga de 6,00 X 10° M de ions brometo. LZn,Se0,%* e LZn,(OH),Se0, sdo as
espécies binucleares completamente desprotonada e di-hidroxo do
OBISDIEN:Zn*'Se0. H,LZnSeO* e HsLZnSeO>* sdo as espécies
mononucleares. LZn,;(OH),SeO; é a espécie binuclear di-hidroxo do
OBISDIEN:Zn*: SeO;* e LZn,Se0s** & a espécie binuclear completamente
desprotonada. LZnHSeO;" e HLZnHSeO5>* sdo as espécies mononucleares Zn** é o
ion Zn(ll) livre (aquo) As espécies ndo metalicas ndo foram representadas assim

como as espécies com menos de 2% de formagéo.
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mononuclear triprotonado (H3LZnSeO43+) possui um maximo a p[H] 5,8 onde ela é
27,6% formada e o complexo diprotonado (H,LZnSe0,**) possui um maximo a p[H]
6,3 onde ela é 42,0% formada. A maior espécie & p[H] neutro é a espécie binuclear
LZn,Se0,* sendo 42% formada. A espécie binuclear di-hidroxo LZny(OH),SeO4
predomina a valores de p[H] acima de 7,3. A estrutura sugerida do complexo
binuclear (dihidroxo)(n-selenato) zinco(ll)-OBISDIEN (9) é mostrada abaixo.

V.2.2.5. COMPLEXOS DO OBISDIEN-MAGNESIO(I)-BROMETO

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenca e na
auséncia de ions Mg®', sob uma atmosfera de nitrogénio e em uma razao molar
1:2:6 molar para o sistema OBISDIEN:Mg(Il):Br" foram realizadas e estio ilustradas
na Figura 30. Esta Figura mostra que até aproximadamente p[H] 6,5 o perfil da
curva de titulagdo potenciométrica é idéntica ao perfil registrado para o sistema
OBISDIEN.6HBr. Isto € uma indicagdo de que ndo ha formagéo de complexos com
os ions Mg(ll) nesta faixa de p[H] até que os dois primeiros prétons do ligante
tenham sido neutralizados. Acima deste p[H], a diferenca nos perfis das duas curvas
€ muito pequena indicando a formagéao de complexos fracos.

As constantes de equilibrio para os complexos do OBISDIEN:Mg(II):Br'
definidas pelas Equagbes 25, 28 e 29 foram determinadas e estdo presentes na
Tabela 4. As constantes de estabilidade para os complexos receptores
OBISDIEN:Mg*" foram também determinadas e s&o mostradas no rodapé da Tabela
4. As curvas de distribuicdo das espécies sdo mostradas na Figura 31. Muitas das
espécies metalicas neste sistema sdo formadas em pequena quantidade. As
espécies do OBISDIEN:Mg(ll) formadas sdo: A binuclear LMg,* o qual é 9,4%
formada a p[H] 10,3, a espécie hidroxo LMg,OH>* 0 qual é 12,4% formada a p[H]
11,8 e as mononucleares LMg®, HLMg*, H,LMg* e HsLMg>™ que sdo 12,3%,
14,5%, 62% e 7% formadas aos valores de p[H] 10,5, 93, 86 e 7,9
respectivamente. Um trabalho muito cuidadoso foi feito para avaliar as constantes
das espécies cuja formagdo ocorre com menos de 5% com suas constantes
podendo ser determinadas com uma margem de erro muito grande. menores que
3% nao foram representadas na Figura 31. As espécies do OBISDIEN:Mg(ll):Br
também séo formadas em pequenas quantidades.
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Figura 30. Perfis das curvas de titulagdo potenciométrica das solugdes contendo a)
1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr; b) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr e 2,00 X 107
M de ions Mg*"; c) 1,00 X 10 M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions Mg* e
1,00 X 10° M de ions SO,%; d) 1,00 X 10° M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de
jons Mg*", 1,00 X 10° M de ions SO.* e 1,00 X 10° M de ions Se0-%, e) 1,00 X 10°
M de OBISDIEN.6HBr, 2,00 X 10° M de ions Mg*, 1,00 X 10 M de fons SO.%: 1,00
X 10° M de ions SeOs” e 1,00 X 10° M de ions SeO4? (a = moles de base
adicionada por moles de OBISDIEN; t = 25,0°C; u = 0,100 M (KCl)).
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Tabela 4. Log. das constantes de equilibrio dos complexos do OBISDIEN-Mg?-
brometo, OBISDIEN-Mg*-sulfato OBISDIEN-Mg*-selenito e OBISDIEN-Mg?'-
selenato (t = 25,00°C; y = 0,100 M (KCI)).

[LMgX] [HLMgX] {HoLMgX] {H3LMgX] (LMgoX] {LMg>(OH)X]
{LMg][X] {(HLMg]X] [(HolMgl[X]  [HalMg]iX] - [LMgaliX] [LMgo0HYX]
Br 1.90 1.70 2.10
S042- 3.00 3.45 3.34 3.67
Se032- 4.59 5.37
HSeO3- 5.62 474 4.38
Se042- 5.66 6.00 6.58 6.98 7.94

31~ o-fit = 0.010974; SO42- o-fit = 0.013052; SeO32" o-fit = 0.009753; Se042- o-fit =

).020969. |

5-fit € o desvio padrdo computado a partir dos p[H] calculados relativos a aqueles
observados experimentalmente (Martell ef al., 1992).

Constantes de estabilidade total: para o sistema OBISDIEN:M92+: LMg2+ = 2.17;
HLMg3* = 12.04; HoLMg4* = 20.58; HaLMg5* = 28.88; LMg,4* = 4.90; LMgOH* = -6.14 (

=ste trabalho)..
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Figura 31. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Mg* 2,0 X 10® M na presenga de 6,00 X 10° M de ions
brometo. H.LMgBr* e LMg.Br* representam as espécies mononuclear triprotonada
e binuclear desprotonada do OBISDIEN:Mg®*:Br’ respectivamente. LMg,OHBr** é a
espécie binuclear hidroxo do OBISDIEN:Mg®:Br". LMg** HLMg*, HLMg*, HsLMg™
e LMgOH' sdo as espécies mononucleares OBISDIEN:Mg®* e LMg,* e LMg,0OH*
sd0 as espécies binucleares. Todas as espécies ndo metdlicas, o produto da
hidrélise dos ions Mg(ll) e as espécies com formagdo menores que 2%, nao foram
representados. Mg®* é o ion Mg(ll) livre (aquo).
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A espécie binuclear hidroxo LMg,OHBr** é 9,4% formada a p[H] 11,8, a
espécie binuclear LMg,Br** & somente 3% formada a p[H] 10,2 e a espécie

mononuclear triprotonada HsLMgBr** é 3,1% formada a p[H] 7.9.

”

V.2.2.6. COMPLEXOS DO OBISDIEN-MAGNESIO (Il)-SULFATO

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presencga e na
auséncia dos jons Mg®* e SO,%, sob uma atmosfera de nitrogénio em uma razao
molar de 1:2:1 para o sistema OBISDIEN.6HBr:Mg(ll):SO,> foram feitas e s&o
mostradas na Figura 30. As constantes de equilibrio para os complexos detectados
para o sistema OBISDIEN:Mg(l1):S0.* foram definidos pelas Equacgdes 25, 26, 27, e
29. As constantes de equilibrio estéo ilustradas na Tabela 4.

As curvas de distribuicdo das espécies sdo mostradas na Figura 32. As
espécies binucleares formam-se a valores de p[H] acima de 8,5 com as espécies
mononucleares formando-se na faixa de p[H] entre 7,3 - 10,0. Nao ha formacgao de
complexos metélicos a valores de p[H] menores que 7,3. Os complexos de Mg2+ sé&o
formados somente na regido basica da mesma forma como foi observado para o
sistema OBISDIEN:Mg(ll):Br. A espécie mononuclear monoprotonada HLMgSO,"
possui um maximo a p[H] 9,3 onde ela é 8,4% formada, e a mononuclear
diprotonada H,LMgS0.** é 9,0% formada a p[H] 8,6. As espécies binucleares sédo
formadas em grandes quantidades quando comparadas com as mononucleares. A
espécie binuclear desprotonada LMg,S0,** possui um maximo a p[H] 10,3 onde ela
é 10,6% formada e a espécie binuclear monohidroxo LMg,OHSO," é 23,1% formada
a p[H] 11,8. A estrutura sugerida para o complexo LMg,OHSO," 9 é mostrada
abaixo.

As curvas de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presencga e na
auséncia dos ions M92+, sulfato e selenito, sob uma atmosfera de nitrogénio estéo
ilustrados na Figura 30. O perfil desta curva, mostra que um préton é retido para a
formacgé&o do ion HSeO3'. As constantes de equilibrio para todos os complexos do
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Figura 32. Curvas de distribuigdo das espécies para a solugdo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Mg* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10 M de ions SO.%, na presenca de
6,00 X 10° M de ions brometo. HLMgSO,", H,LMgSO. e LMg,SO* s&o as
mononucleares, mono- e diprotonadas e binuclear desprotonada espécies do
OBISDIEN:Mg%S0,” respectivamente e LMg,OHSO," é a espécie binuclear hidroxo
do OBISDIEN:Mg*S0.*. Mg®* é o ion Mg(ll) livre (aquo) e MgOH* é o produto da
hidrolise do ion Mg(ll). As espécies ndao metalicas ndo foram representadas assim

como as espécies com menos de 2% de formacao.
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OBISDIEN:Mg(ll):SeO3” sdo definidas pelas Equagbes 24, 25, 26, 27 e 9 acima e as
constantes de estabilidade das espécies detectadas sdo mostradas na Tabela
4. hidrélise do ion Mg(ll). As espécies nao metalicas ndo foram representadas assim
como as espécies com menos de 2% de formacgao.

As curvas de distribuicdo das espécies do sistema
OBISDIEN.6HBr:Mg(l1):S0.%:Se05> sdo mostradas na Figura 33. As maiores
espécies neste sistema sdo as espécies binucleares LMg,Se0s>* e LMg,0HSeO;" A
espécie binuclear LMg,Se05>* possui um maximo a p[H] 9.9 onde ela é 32,6%
formada e a espécie hidroxo LMg,OHSeOs" é 67,8% formada a p[H] 12,0. Como na
estrutura 7, é sugerido que o grupo selenito coordena e forma uma ponte com os
dois ions metalicos como mostrado na estrutura 10. As espécies mononucleares
aparecem na faixa de p[H] entre 7-10 e elas sdo menos de 20% formados (Figura
33).

-

V.2.2.8, COMPLEXOS DO OBISDIEN-MAGNESIO(Il) -SELENATO

A curva de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN.6HBr na presenga dos
ions Mg(ll), sulfato, selenito e selenato e sob uma atmosfera de nitrogénio é
mostrada na Figura 30. O perfil da curva é aproximadamente 0 mesmo da curva
com o selenito sem a presenca de selenato (sistema anterior) mas a regido de
buffer acima de p[H] 7,0 & mais baixa, isto indica que a formagdo de complexos
nesta faixa de p[H] é mais forte. As constantes de equilibrio para todas as espécies
detectadas sdo definidas pelas Equacgdes 25, 26, 27, 28 e 29. As constantes de
estabilidade determinadas sdo mostradas na Tabela 4. Espécies menores (menores
que 3%) nao foram consideradas neste sistema.

As curvas de distribuicdo das espécies dos complexos metalicos do Se042‘
na presenca dos ions Br, SO42- e Se032- sdo mostrados na Fighra 34. Todas as
espécies metal complexo sdo adutos de Se042'. Espécies binucleares e trés
espécies mononucleares foram detectadas. A espécie binuclear hidroxo
LMgoOHSeO4+ é 99% formada a p[H] 12,0 e a espécie LMgoSe042* possui um
maximo a p[H] 9,5 onde ela é 50,5% formada.
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Figura 33. Curvas de distribuigio das espécies para a solugdo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Mg® 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions Se0:> e SO4> na
presenga de 6,00 X 10° M de ions brometo. LMgHSeO;', HLMgHSeO:**,
H.LMgHSeOs”, HsLMgHSeO;* sdo as espécies mononucleares mono-, di- tri- e
tetraprotonada do OBISDIEN:Mg@**SeOs> respectivamente. LMg.SeO;' e
LMg,OHSeO; sé@o as espécies binucleares completamente desprotonada e hidroxo
do OBISDIEN:Mg?*Se03>. Mg** é o ion Mg(ll) livre (aquo) e MgOH" é o produto da
hidrélise do ion Mg(ll). As espécies ndo metalicas n&o foram representadas assim

_como as espécies com menos de 2% de formagéo.



99

Selenito aduto do binuclear hidroxo Mg(ll)-OBISDIEN (11)
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Figura 34. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo OBISDIEN
1,00 X 10° M e ions Mg* 2,0 X 10° M e 1,00 X 10° M de ions SeOs”, SO,” e SeO,”
na presenca de 6,00 X 10° M de ions brometo. HLMgSeO, H,LMgSeO.>,
HsLMgSeO.* e LMg,;Se0.,% sdo as espécies do sistema OBISDIEN:Mg*SeO..
LMg,OHSeO," é a espécie binuclear hidroxo do sistema OBISDIEN:Mg**SeO4*.
MgSO. é o sal de magnésio (). Mg** é o ion Mg(ll) livre (aquo) MgOH" é o produto
de hidrélise do Mg(ll). As espécies ndo metalicas ndo foram representadas assim
como as espécies com menos de 2% de formagéo.
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Os adutos de selenato destes complexos de OBISDIEN s&do ligados por
ligagbes de coordenacdo e, no caso das espécies mononucleares HsLMgSeO.,™,
HzLMgSeO42" e HLMgSeO,, ambas as ligagdes coordenadas e ligagbes de
hidrogénio estdo envolvidas (estrutura 11 para o HsLMgSeO,™)

Nos complexos binucleares, o grupo selenato deve estar coordenado

formando uma ponte entre os dois ions Mg(il) como sugerido na estrutura 12.

V.3. CONSIDERACOES GERAIS

A determinagéo das constantes de equilibrio e as curvas de distribuicio das
espécies na faixa de p[H] entre 2 - 12 para os sistemas OBISDIEN:Zn* e
OBISDIEN:Mg®* na presenca dos ions Br, SO.>, SeOs%, e Se0, foram
acompanhadas via estudos potenciométricos. Para ambos os sistemas, a for¢ca de
ligagdo aumenta na ordem Br < SO,* < Se05> < Se0,”. Os estudos envolvendo um
modelo macrociclico que possui a capacidade de formar complexos metalicos
binucleares como por exemplo, o OBISDIEN, podem proporcionar excelentes
resultados para o entendimento do comportamento de anions e metais em solugéo.
Espécies metdlicas complexadas aparecem acima de p[H] 6.0. Enquanto as
espécies mononucleares predominam a valores de p[H] neutro e moderadamente
basico para os sistemas com o ion Mg(ll), para o sistema com os ions Zn(ll), as
espécies binucleares sdo as maiores espécies. A valores de p[H] mais basicos, as
espécies binucleares predominam em ambos os sistemas, entretanto, as espécies
binucleares di-hidroxo ndo sdo formadas no sistema com o magnésio(ll) enquanto
ela € a maior espécie no sistema com o zinco(ll). Os ions zinco(ll) tém uma forte
tendéncia para formar complexos hidroxo e os resultados sdo consistentes com o
comportamento do zinco(ll) em solugdo aquosa. A espécie monohidroxo € a maior
espécie no sistema com o magnésio(ll). As espécies formadas no sistema com o
magnésio(ll) sdo menos estaveis do que aquelas formadas no sistema com o
zinco(ll). Entretanto, os ions Mg(ll) sdo muito mais abundantes nos oceanos que os
jons Zn(ll), sendo esperado que ele possua uma grande importancia na
complexacdo de anions de ocorréncia natural como os anions Br, SO, SeOs%,

Se0.” investigados neste trabalho.
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Selenato Aduto do complexo binuclear hidroxo Mg(ll)-OBISDIEN (13)
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O selénio apresenta duas importantes fungées no meio ambiente, como um
nutriente essencial e como uma substancia téxica (Tanzer et al., 1991, Munoz
Olivas et al., 1994), dependendo dos seus niveis de concentragdo e das espécies
nas quais ele esta presente. As espécies predominantemente identificadas nas
matrizes ambientais s&o: compostos inorganicos; selenato (Se0,42-), selenito
(Se032-) e compostos orgénicos (Mufioz Olivas et al., 1994); dimetil seleneto
[(CH3),Se], dimetil disseleneto [(CH3),Se,], selénio metionina (SeMet), selénio
cistina (SeCys), selénio cisteina (SeCyst) e o ion trimetil selenénium (TMSe™).

Nos ultimos trinta anos, metodologias analiticas para a determinagdo de
selénio total tém sido exaustivamente desenvolvidas. Mais recentemente, vérias
técnicas para a especiacéo de selénio tém sido também propostas (Mufioz Olivas et
al., 1994), para melhorar o entendimento do comportamento destas espécies nos
sistemas ambientais e biolégicos. Entre as espécies de selénio de ocorréncia
natural, os selénio aminoacidos apresentam uma importante fungdo no ciclo
biogeoquimico do selénio. Estes compostos sdo geralmente separados por
cromatografia liquida. Porém, a literatura a respeito é ainda muito escassa (Walter
et al, 1969, Jiang et al., 1988, Potin-Gautier et al., 1993, Munoz Olivas et al., 1994,
Sanz Alaejos et al., 1995). A necessidade de informagdes é principalmente relativa
a alta sensibilidade requerida. O acoplamento entre as técnicas de HPLC
(Cromatografia liquida de alta precisdo) e de ICP/MS (Plasma acoplado
indutivamente/espectrometro de massa) parece ser um método apropriado pois
pode propiciar uma boa separa¢do para estas espécies e uma alta sensibilidade
para detecta-las a niveis de concentragées naturais (ug/L - ng/L).
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Todavia, a otimizagdo dos parametros de separagdo € uma necessidade para
a determinacdo de inumeras propriedades quimicas. Em particular, o equilibrio
acido-base dos compostos organicos contendo atomos de selénio no lugar dos
atomos de enxofre, tém sido pouco estudados (Greenstein et al., 1961, Ganther et
al., 1974, Isab et al., 1985). Para muitas espécies de selénio de ocorréncia natural,
as constantes de protonacgao, por exemplo, ainda permanecem desconhecidas. Este
€ o caso dos selénio aminoacidos como a selénio cistina e a selénio metionina. A
titulacdo potenciométrica tem mostrado ser uma ferramenta conveniente para a
determinacéo das constantes de protonacéo e para a elucidagao da distribuicao da
espécies em uma grande faixa de p[H] (Lyons ef al., 1984, 1986, Cole et al., 1985,
Sévago et al., 1987, Bonomo et al., 1987).

Neste trabalho, nds utilizamos este método para determinar as constantes de
protonacédo da selénio-pL-cistina e da selénio-o.-metionina em solugdo aquosa. As
determinacbes das constantes de protonacdo conhecidas para aminoacidos
sulfurados analogos (Tribolet et al., 1983, Cole et al., 1985, Sévagéd et al., 1987,
Smith et al, 1994) foram feitas para comparacdo e também para verificar a
acuracidade do método usado. Os valores de pKas encontrados para estes selénio
aminoacidos e a distribuicdo das espécies formadas em fungédo do pH apresentam
grande importancia para a otimizagdo das condi¢des experimentais em nossos
trabalhos de especiagcdo. Baseados nestes resultados, a separacdo da selénio-oL-
cistina e da selénio-o.-metionina tem sido realizada pelo uso da cromatografia
liquida (HPLC) acoplada ao ICP/MS.

Vi.2. PARTE EXPERIMENTAL

Vi.2.1. MATERIAIS.

Os reagentes e solventes utilizados sdo de alto grau de pureza. o.-Metionina,
pL-cistina, selénio-oL.-metionina e selénio-oL-Cistina, sdo também reagentes de alto
grau de pureza (>99%) obtidos junto a SIGMA Chemicals. Eles foram usados sem
prévia purificacdo. O cloreto de potassio usado como suporte eletrolitico foi de alto
grau de pureza e obtido junto 8 MERCK. Solugdes de KOH 0,1000 M livre de
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carbonatos foram preparadas a partir de ampolas Dilut-in (J.T. BAKER) e foram
padronizadas por titulagdo com biftalato acido de potassio obtido junto a MERCK.
Os reagentes usados para a separag¢ao cromatografica sdo também de alto grau de

pureza.

Estudos potenciométricos da selénio-oL-cistina, selénio-pL-metionina, obL-
cistina, e pL-metionina, foram realizadas com um p[H]-METRO/IONOMETRO de
laboratério (ORION modelo 720A) com resolugdo de 0,001 unidades de p[H]
completado com um eletrodo de vidro e um eletrodo de referencia Argenthal da
INGOLD. O sistema foi calibrado da mesma maneira realizada nos trabalhos
efetuados nos capitulos IV e V desta tese. A temperatura foi mantida a 25°C com um
Criotermostato do tipo Ministat Bioblock e a forga idnica () foi ajustada para 0,100
M pela adig¢éo de KCI.

Amostras de aproximadamente 0.10 mmoles de oL.-metionina e pL-cistina, 0.05
mmoles de selénio-oL.-metionina e selénio-pL-cistina foram diluidas com 50 mL de
agua Milli-Q previamente fervida para remover o CO2 dissolvido. Um pouco de HCI
foi adicionado aos ligantes para a sua total solubilizagdo. Uma célula hermética e
termostatizada, com entrada e saida de gas para uso com nitrogénio foi utilizada em
todos os experimentos. O No foi purificado fazendo-o passar através de uma
solugédo de KOH e Pirogallol. Todas as solugdes foram tituladas com KOH 0.09906
M livre de CO2 e uma bureta automéatica SCHOTT GERATE MODELO T80/10. Este
estudo foi realizado na faixa de p[H] entre 2 e 12.

As constantes de associagdo da selénio-oL-metionina, selénio-oL-cCistina, ot-
metionina e oL-cistina foram calculadas com a ajuda do programa interativo BEST
(Motekaitis et al., 1982, Martell ef al,, 1992). A constante de dissociagdo da agua
(pKw) usada foi 13.78. O excesso de acido foi descontado, permitindo o calculo
exato das constantes de protonagdo a baixo p[H]. Maiores detalhes sobre os
célculos podem ser observados no capitulo Il desta tese, incluso a bibliografia.
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As curvas de distribuicdo das espécies foram calculadas com a ajuda do
programa SPECIES que requer um arquivo de entrada (o arquivo de saida do
programa BEST) e produz um arquivo de saida o qual € composto da porcentagem
molar de todas as espécies processadas pelo programa BEST como fungéo do p[H].
Maiores detalhes a respeito do método sdo dados na literatura (Martell et al., 1992).

4

V1.2.4, MEDIDAS CROMATOGRAFICAS

A bomba HPLC usada para a separagdo dos selénio aminoacidos foi da
Perkin Elmer Series 410 Bio feita de titénio para evitar o risco de decomposi¢éo
pelo reagente ou o analito. Uma coluna cromatografica de fase reversa (Hamilton
PRP1) foi usada para a separagdo dos compostos. A saida da coluna foi
diretamente conectada a cadmara de nebulizagdo do ICP/MS. Um SCIEX Perkin
Elmer ICP Espectrometro de Massa ELAN 5000 foi usado como detetor. Maiores
detalhes do sistema usado s&o dados na literatura (Mufioz Olivas et al., 1995).

A fase mével consiste de uma mistura de agua/metanol contendo acido
pentano sulfénico como agente par idnico. O pH foi ajustado para o valor desejado
pela adicéo de HCI.

As constantes de protonacgao caracterizando as reacbes de equilibrio entre
as espécies protonadas e ndo protonadas da selénio-pL-cistina séo definidas pela
Equacao 32.

[HnSeCys™?

SeCys® + nH*=—= H,SeCysn-2 (32)

[SeCys*][H']"

Onde SeCys® é a forma completamente desprotonada da selénio-DL- cistina.
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A curva de titulagao representada na Figura 35, mostra um longo buffer a
partir de a = 0 a a = 10 (onde a = mol de base por mol do ligante). Nesta faixa, a
base € principalmente consumida para a neutralizagdo do excesso de HCI
inicialmente utilizado para solubilizar o ligante.

Duas fracas regites de buffer podem ser observados a valores de p[H] entre
8.0 e 90 (a = 11 e 12 respectivamente). Eles correspondem a seqlencial
neutralizagdo dos dois grupos aménio. A neutralizagdo dos dois grupos carboxilicos
ocorre junto com a neutralizagdo do HCI adicionado. De acordo com resultados
reportados para aminoacidos similares (Smith et al., 1994) é esperado que sua
desprotonacgéo ocorra a p[H] igual ou menor que 2, i.e., além da faixa de p[H] que
nés estudamos. As constantes de protonagdo determinadas para esta curva sao
mostradas na Tabela 5. Os valores determinados apresentam uma boa
concordancia com os valores apresentados na literatura para outros aminoacidos
(Smith et al., 1994).

A distribuicdo das espécies envolvidas como uma fungéo do p[H] é mostrada
na Figura 36. Nesta Figura, a totalmente desprotonada forma (SeCys2-) aparece a
p[H] 7,2 e sua abundancia aumenta com o p[H] apresentando um maximo de 99,9%
a p[H] 12. A espécie monoprotonada (HSeCys~) existe somente na faixa de p[H]
entre 6,0 e 11,5 com uma porcentagem maxima de 57,5% a p[H] 8,5. A espécie
diprotonada (H2SeCys) o qual tem um carater zwiteribnico € a maior espécie
formada na faixa de p[H] a partir de 2,0 & 8,0. Seu maximo € 99,7% a p[H] 48 e é
largamente dominante sobre todas as outras espécies na faixa de p[H] entre 4,0 -
7,0. As espécies tri- (H3SeCys*) e tetraprotonada (H4SeCysz") ocorrem a baixos
valores de p[H] (< 4,0). A p[H] 2,0, enquanto a espécie triprotonada é 45,8%, a
espécie tetraprotonada aparece somente com metade do valor (21,8%). Acima de
p[H] 3,0 ela pode ser considerada como nZo existente.

O intercepto das curvas de distribuigdo para duas espécies trocando prétons,
corresponde ao valor de pKa para a reagédo em equilibrio. Desta forma, a segunda
deprotonacéo do grupo carboxilico € bem evidenciada a p[H] 2.15 onde as duas
curvas correspondendo as espécies H3SeCys™ e HoSeCys interceptam-se. A
deprotonagéo do primeiro grupo carboxilico ocorre abaixo de p[H] 2.0 e portanto nao

esta evidenciado nesta Figura.
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Figura 35. Perfis da curva de titulagdo potenciométrica para a solugédo contendo
9,40 X 10* M de selénio-o-cistina (a = moles de base adicionada por mol de
selénio-pL-cistina; t = 25,0°C; u = 0,100 M KCI)).
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Tabela 5. Log. Das constantes de equilibrio da selénio-pL-cistina, oL-cistina, selénio-
oL-metionina e o.-metionina (t = 25,0°C; u = 0,100 M KCI)).

[HL) [Hal) Hall (HaL)

X [LIH*) [HLI[H*) [HaL)HY) [HaL][H*)
ot-SELENOCYSTINE (c) 8.94 8.07(10.01) 2.15(+0.01) 1.68(+£0.02)
pL.-CYSTINE (d) 8.97 8.25(10.02) 2.79(10.02)' 1.51(10.03)

8.80(a) 8.03(a) 2.05(10.05)(P)  1.5(:0.01)(b)

o.-SELENOMETHIONINE (e)  9.05(+0.01) 2.19(40.02)

o METHIONINE (f) 9.08(+0.02) 2.23(£0.02)
9.08(0.04)(@) 2.16(10.03)(@)

@ Smith et al., 1995 (t = 20°C, = 0,1 M); “? Smith et al., 1995 (t = 25°C, p. = 0,1 M);
Smith et al., 1995 (t = 37°C, p = 0,15 M).

© 5-fit = 0,00342; ') 5-fit = 0,00619; ! 5-fit = 0,00971; " o-fit = 0,00775

o-fit & o desvio padrdo computado a partir dos p[H] calculados relativos a aqueles
observados experimentalmente (Martell et al., 1992).
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Figura 36. Curvas de distribuicao das espécies para a solucdo contendo 9,40 X 10™
M de selénio-bi-cistina. SeCys” é a forma completamente desprotonadado ligante e
HSeCys, H,SeCys, Hs;SeCys" e H.SeCys** sdo as formas mono-, di-, tri- e
tetraprotonada do ligante.
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A p[H] 8,5 onde a espécie amina monodesprotonada (HSeCys’) é 60 %
formada, a completamente desprotonada espécie (SeCysz') e a espécie
zwitterionica (H,SeCys) existem ambas com 20% de abundancia.

Para comparagdo, uma titulagdo potenciométrica da or-cistina foi também
realizada. As constantes de protonagdo determinadas sdo mostradas na Tabela 5.
Os desvios padrdées computados entre as curvas de p[H] experimental e calculada e
a comparagao entre os pesos moleculares experimental e tedrico, nos permite
considerar com confidéncia os resultados obtidos tanto para oL-cistina quanto para a
selénio-oL-cistina (Martell ef al., 1992). Além disso, comparando com os valores
encontrados na literatura para a oL-cistina, nossos valores apresentam uma boa
concordancia (Cole et al., 1985, Smith et al., 1994). Uma discrepancia é observada
no caso da deprotonacédo da espécie HiL da oi-cistina e pode ser atribuida as
diferentes condi¢cdes experimentais utilizadas. As diferencas nos valores dos pKas
entre a pL-cistina e seu selénio analogo sdo pequenas, exceto para a espécie citada
acima. Todavia, nés observamos uma tendéncia geral para os valores de pKas da
selénio-pL-cistina serem mais baixos que aqueles para a oL-cistina. Esta observacdo
pode ser atribuida as diferencas nas interagbes intramoleculares o qual pode
resultar igualmente a partir das diferencas nas propriedades atémicas entre selénio
e enxofre ou a diferengas nas suas conformagdes moleculares.

A influéncia das interagbes intramoleculares sobre os valores de pKas e
particularmente das interacdes entre os grupos funcionais ligados respectivamente
aos dois bragos da molécula é evidenciado pelos diferentes valores de pKas
determinados para o mesmo tipo de grupos funcionais (Greenstein et al., 1961).
Interessantemente, nds observamos que a troca dos atomos de enxofre pelos
atomos de selénio parece afetar diferentemente os pKas dos grupos carboxila e
amina homologos. Enquanto a diferenga nos valores de pKas dos dois grupos
aminas aumenta somente ligeiramente, uma importante diminuigéo para a diferenca
dos pKas dos grupos carboxilas é observado.

Estes resultados indicam que na selénio-DL-cistina, o grupo carboxilico
protonado (H;SeCys’) apresenta interagdes eletrostaticas fracas a partir da carga
negativa localizada sobre seu grupo homologo quando comparado a DL-cistina. A
partir de dados cristalograficos (Steinrauf ef al., 1958, Beryl et al., 1959), tem sido
mostrado que as formas da DL-cistina tetraprotonada e zwiteridnica apresentam
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diferentes geometrias (Figura 37). Além disso, em solugédo tem sido sugerido
(Ramachandran, 1967, Casey et al., 1972) que cada molécula enantibmera pode
existir como uma distribuicao de diferentes conformacbes. Ao que parece, a troca
nos valores dos pKas partindo-se da DL-cistina para a selénio-DL-cistina é devido
em grande parte as trocas na geometria (ou principalmente na geometria) das
espécies envolvidas.

, ) U
METIONINA.

Os equilibrios que operam no caso da selénio-bL.-metionina sdo definidos pela
Equacéo 33.

» [HnSeMet™"]
H.SeMet Kn=

SeMet” + nH* (33)

[SeMet][H'T"

A curva de titulacido plotada na Figura 38, mostra um buffer para um valor de
a = 2 com um p[H] préximo de 9. Ela corresponde a neutralizacdo de um préton
liberado pelo grupo amino. O grupo carboxilico tem teoricamente um valor de pKa
muito préximo de 2,0 estando no limite da faixa de p[H] que nés estamos explorando
de modo que seu buffer ndo pdde ser observado nesta curva. As constantes de
protonacao calculadas sao dadas na Tabela 5.

Similarmente a selénio-oi-cistina, a Fig. 39 mostra que a espécie
completamente desprotonada (SeMet') ocorre a alto valor de p[H] comegando com
p[H] 7,0 e subindo até p[H] 12,0 onde ela é 99,9% formada. A espécie zwiteridnica
(HSeMet) existe em uma larga faixa de p[H], a partir de 2,0 a 11,5. Entre p[H] 4,0 e
7,0 ela é praticamente a unica espécie presente em solugcdo. A forma
completamente protonada da selénio-o.-metionina (HoSeMet") ocorre somente a
valores de p[H] menores que 5,0. A p[H] 2,0, ela é 60,6% formada.

Para comparacéo, nés também determinamos as constantes de protonacéo
da p.-metionina. Os valores que nés encontramos apresentam uma boa
concordancia com aquele reportados da literatura (Cole et al., 1985, S6vago et al.,
1987, Smith et al., 1994). Estes valores sdo mostrados na Tabela 5. N6s
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Figura 37. Perspectivas da molécula de cistina, a partir de dados cristalograficos,
sob duas diferentes conformagbes: a) forma totalmente protonada (derivado
cloridrico) (Steinrauf, et al., 1958); b) forma neutra (zwitteridnica) (Beryl, et al,
1959).



114

— Log[H™]

l[lllll‘lllllllllllllil]lllll'll'l'rll’

c 1 2 3 4 5 6 7 8
a(mmoles KOH/mmoles SeMet)

Figura 38. Perfis da curva de titulagdo potenciométrica para a solugdo contendo

9,95 X 10° M de selénio-oL-metionina (a = moles de base adicionada por mol de
selénio-oi-metionina; t = 25,0°C; p = 0,100 M KCI)).



115

100

90 HSeMet
80
70

60

o\

50

40

HpSeMet

30 —

I \‘\
0 [ | 1

~LOG(HT]

Figura 39. Curvas de distribuicdo das espécies para a solugdo contendo 9,95 X 107
M de selénio-oL.-metionina. SeMet” é a forma completamente desprotonadado ligante

e HSeMet e H,SeMet sdo as formas mono- e diprotonada do ligante.
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observamos que os valores de pKas para a selénio-o.-metionina sdo somente
ligeiramente mais baixos que os valores para a o.-metionina. Isto € uma indicagdo
que em ambas moléculas, pL.-metionina e selénio-bL.-metionina, as interagdes dos
atomos de enxofre ou selénio com os grupos carboxilicos e aminas influenciam
somente ligeiramente as constantes de protonacao. Este resultado pode ser devido
ao fato de que a presenca dos dois grupos metilenos entre o atomo de enxofre ou
selénio e o0s grupos funcionais contribuem para minimizar as interagdes
intramoleculares (Greenstein et al., 1961).

Seguindo o procedimento de Jiang e Houk (Jiang et al, 1988) para a
separagdo de aminoacidos sulfurados, cisteina e metionina, nés aplicamos o
método da cromatografia de fase reversa baseado na formagao de pares idnicos.
Métodos similares tém sido estudados por outros autores (Potin-Gautier et al.,
1993).

O cromatograma na Figura 40 foi obtido com uma fase mével consistindo em
uma mistura H,O/metanol (98/2) contendo acido pentano sulfénico 10-® M como
agente par idnico e a um pH de 3,5. A concentragdo de cada composto na solugéo
foi de 100 ug/l. Estas condiges 6timas foram obtidas apds a otimizac&o de varios
parametros tais como pH, composicdo da fase mével, polaridade do eluente, forca
idnica, velocidade do fluxo de liquido, etc. (Muiioz Olivas et al., 1995). sb tais
condi¢cdes, obtivemos 0s picos estreitos com um baixo nivel de ruido e uma melhor
separagao entre os dois picos, oferecendo uma boa sensibilidade para a detecgcao
destas moléculas.

Como mencionado acima, condi¢gdes 6timas de pH foram estabelecidas na
faixa entre pH 3,0 e 4,0. A for¢a ibnica da fase moével foi ajustada pela adicdo do
pentano sulfonato. Esta molécula contém uma cadeia alifatica hidrofébica podendo
ter uma forte afinidade com a fase estacionaria apolar e com o grupo sulfénico
(SO37) o qual pode ser orientado pelo eluente, passando através da coluna. Em
condicées de pH favoraveis os grupos amoénio (positivamente carregados) do

selénio aminoacido pode ser impelido a interagir com os grupos sulfénicos
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Figura 40. Cromatograma da selénio-pL-cistina e selénio-oL-metionina obtido por
HPLC sob condigdes experimentais otimizadas. Fase estacionéria: fase reversa,

Hamilton PRP1. Concentragdo dos eluentes: 100 pg/L. Fase moével: H,O/Metano!:
98/2. Acido pentano sulfénico 10° M. pH=3,5.



118

carregados negativamente. Mas, a formag&o de pares iGnicos é esperada ser um
dos mecanismos predominantes, responsavel pela retengdo da SeCys e da SeMet.
Em adicdo a este mecanismo, outros mecanismos de particdo baseados nas
interacdes dipolares entre a fase moével altamente polar e a fase estacionaria,
podem ser eventualmente operativas.

Em toda a faixa de pH explorada (3-7), nés observamos um pequeno tempo
de retencéo para a SeCys quando comparado a SeMet. A Fig. 41 mostra a variagdo
do fator capacidade k' (definido como k'= Tg-T,/ T, , onde Ty é o tempo de retengéo
de cada composto e T, € o volume morto da coluna) contra pH. A grande diferenga
nos valores de k' entre as duas espécies foram obtidas em pH aproximadamente
3.0. Isto parece resultar essencialmente de um aumento do valor de k' para a SeMet
em baixo pH, iniciando a aproximadamente pH 5.0. |

Este aumento da diferenga nos valores de k' entre SeCys e SeMet na medida
em que se baixa o pH, pode ser explicada pelo aumento na concentragdo das
formas monocatiénicas (HsSeCys" e steMet+) 0 qual estdo em equilibrio com as
formas zwiteridnicas (Figs. 36 e 39). Considerando que, no caso, a forma catiGnica
da SeMet contem uma simples carga negativa, no caso da SeCys, ela contem duas
cargas positivas e uma carga negativa. Por causa da presenca desta carga
negativa, nds podemos inferir que as intera¢des eletrostaticas destas formas com os
grupos SO3~ pendentes sdo menos favorecidas do que aquela com a forma
monocatidnica da SeMet. Este tipo de interpretacéo é consistente com o baixo valor
de k' para a SeCys comparado a SeMet. Também consistente com esta
interpretacédo € o fato que, contrariamente a SeMet, o valor de k' para SeCys foi
observado ser pouco sensivel aos parametros experimentais na faixa de pH 3-7
(Fig. 41). Este resultado pode ser interpretado pela presenca de cargas negativas
na forma HzSeCys” o0 qual torna sua interagdo com o grupo sulfonato comparavel a
aquela da forma zwiteridnica..

Na faixa de pH de 5,0 a 7,0, as diferencas nos valores de k' sdo praticamente
constantes. Nesta faixa de pH ambos compostos existem essencialmente como
zwitterions e o baixo tempo de retencdo observado para a SeCys pode resultar
eventualmente dos equilibrios entre as diferentes conformagfes a partir do efeito da
polaridade ou a partir do mecanismo de exclusédo pelo tamanho o qual depende da
forma e da massa das moléculas.
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Figura 41. Influéncia do pH sobre a retengéo de dois selénio aminoacidos (SeCys e
SeMet) separados por HPLC/ICP-MS. Esta retengdo é expressa como k' (fator

capacidade)=Tr - To / To, onde Tr é o tempo de reteng&o de cada composto e T, é 0
volume morto da coluna.
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VL3. CONSIDERAGOES FINAIS

A caracterizacdo das espécies presentes em solugdo aquosa de selénio-pL-
cistina, selénio-oL-metionina, oL-cistina e o.-metionina tem sido realizada por estudos
potenciométricos. Quatro constantes de protonagdo foram determinadas para a
selénio-pL-cistina e pi-cistina, duas para os grupos carboxilicos e duas para os
grupos amina. Constantes de protonacdo para, respectivamente, os grupos
carboxilicos e grupos amino da selénio-o.-metionina e o.-metionina foram também
determinadas e comparadas.

Em ambos os selénio aminoacidos, as espécies zwiteribnicas sdo as
espécies dominantes na faixa de p[H] entre 4 e 7.

No caso da selénio-pL-cistina, a diferenca entre os pKas para os dois grupos
amino foram ligeiramente menores do que aqueles observados para a pL-Cistina. Em
contraste, a diferenga entre os dois pKas para os grupos carboxilas foram mais
fracos para a selénio-pL-cistina que para a oi-cistina. A partir deste resultado, pode
ser inferido que no caso da selénio-pL-cistina, o grupo carboxilico protonado
(H:SeCys’) possui uma fraca interacdo eletrostatica a partir da carga negativa
localizada sobre seu grupo homélogo do que na pL-cistina, provavelmente em razdo
das diferengas nas suas estruturas moleculares.

O conhecimento da distribuicao das espécies permite-nos achar as condigbes
6timas de pH para a sua separagéo por cromatografia liquida acoplada ao ICP/MS.
A melhor separacdo foi obtida na faixa de pH em torno de 3.5 onde as formas
zwiteridnicas estdo em equilibrio com as formas carboxilicas monoprotonadas.

Como uma avaliagdo do método cromatografico que nés utilizamos, a
separagdo de selénio-pL-cistina e selénio-o.-metionina parece basar-s
essencialmente no fato de que a pH 3,5, a forma diprotonada da selénio-oL-
metionina possui uma simples carga positiva que permite uma 6tima interagcdo com
o agente par idnico o qual esta alinhado com o tempo de retengdo. Em contraste,
neste pH, a forma triprotonada da selénio-pL-Cistina possui duas cargas positivas
mas também uma carga negativa o qual supomos enfraquecer a interacdo com o
agente par idnico e induzindo a um pequeno tempo de retencéo.
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ViL1.1. GENERALIDADES,

De uma maneira geral, a interagdo das moléculas com a radiagdo
eletromagnética na faixa do UV-VIS pode originar quatro tipos de fendmenos
radioativos:

- a emissdo de fluorescéncia,

- a difusdo Rayleigh,

- a difusdo Tyndall,

- a difusdo Raman.

A fluorescéncia é um processo de relaxacao radioativo que se traduz pela
emissdo de energia, sob a forma de fétons, por uma molécula excitada
anteriormente para os estados eletronicos superiores. Na maioria dos casos, este
processo se produz entre o primeiro estado singlete excitado (S;) e o estado
singlete fundamental (Sp) (regra de Kasha). Existe igualmente, em competicdo com
estes processos, 0s processos de relaxagdo nédo radioativos. Os mais importantes
sd0 a conversdo interna e a conversao inter-sistema (Figura 42).

A emissao de fluorescéncia é sensivel aos fatores externos tais como a
polaridade do solvente, temperatura, presenga de espécies moleculares ou idnicas
que podem modificar bem a intensidade (extingéo da fluorescéncia) e os espectros
(Parker, 1968).

As difusdes Rayleigh e Tyndall resultam da interagdo da molécula com a
energia excitadora. Eles sdo processos de interagéo elasticos que conduzem a uma
emissdo de luz com o mesmo comprimento de onda da energia excitadora (Aex ). A
difus&o Rayleigh manifesta-se no caso de espécies onde as dimensdes s&o muito
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inferiores a Aee. A difusdo Tyndall manifesta-se no caso de espécies onde as
dimensdes sdo da ordem de grandeza do comprimento de onda excitador.

A difusdo Raman é um processo de interagéo inelastico que se produz pela
emissado de raias ou de bandas de emissdo a comprimentos de onda superiores a A
oc., € com as diferencas correspondentes as frequiéncias de vibragdo das moleculas.

No caso de solugbes diluidas, as difusGes Rayleigh e Raman s&o

essencialmente produzidas pelas moléculas do solvente.

A extincdo da fluorescéncia de uma molécula pode ser causada seja por uma
reagdo da molécula no estado fundamental com um reativo conduzindo a produtos
nao fluorescentes, seja pela acdo de um "inibidor" sobre a molécula no estado
excitado. No primeiro caso, a extingdo é dita estatica, no segundo, dinamica.

As reacgbes que descrevem estes processos sao as seguintes:

ka
A+ hy —— A" (excitacdo eletrénica) (34)
Knr
A* - A (desativacéo ndo radioativa) (35)
kf
AN — A+ hv (fluorescéncia) (36)
Ke [AQ]
A+ Q AQ (extingao estatica) Ke=—— (37)
[A][Q]
kq
A"+ Q A+ Q (exting&o dinamica) (38)
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onde, A é o fluordfilo no estado fundamental, A** é o primeiro estado singlete
excitado, kg exprime o numero de fétons absorvidos por segundo, knr é a constante
de velocidade contendo o conjunto de processos de desativagéo nao radioativa, ki &
a constante de emissdo radioativa da fluorescéncia. [Q] € a concentracdo do
"inibidor" (por exemplo um ligante) (Fraiji et al., 1992). Kc é a constante de equilibrio
da reagdo entre A no estado fundamental e [Q] exprime a extingdo estatica, a
espécie (0 complexo) AQ ndo é fluorescente e kq € a constante de velocidade
bimolecular caracterizando os processos de extingéo dinamica.

A resolugdo matematica deste sistema de reagbes conduz a expressao
seguinte que da a razdo das intensidades de fluorescéncia na auséncia e na
presenca do "inibidor" nos casos onde ele se comporta as vezes no estado
excitado, as vezes no estado fundamental.

FO
— = (1+KsviQ]) (1 + KIQ]) (39)
F

Nesta expressdo Kgy € a constante de Stern Volmer (Stern et al, 1919) que
exprime a extingdo dinamica (Kgy = ke/kf + kpr). O termo (1 + K[Q]) exprime a
extingdo estatica.

rd

A matéria organica dissolvida (MOD) nas &guas naturais possui uma
fluorescéncia intrinseca devido principalmente as substancias humicas (Hayes et
al., 1978, Stevenson, 1982). Um espectro de fluorescéncia tipico para substancias
humicas obtido pela excitagdo de uma agua natural € mostrado na Figura 43.

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia constitui uma ferramenta
particularmente atrativa para caracterizar as substancias himicas nos diferentes
compartimentos aquéticos (De Souza Sierra, 1992, Mopper et al., 1993). Sua
grande vantagem reside na facilidade de realizar os trabalhos e sua grande
sensibilidade, que oferece a possibilidade de realizar medidas de uma maneira
direta sem tratamentos prévios das amostras. Do conjunto de estudos que tem sido
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feitos para analisar a fluorescéncia das substancias himicas, cabe salientar que os
espectros apresentam as seguintes caracteristicas:

- uma banda larga sem estrutura compreendida entre aproximadamente 350 e
650 nm (Frimmel, 1994),

- um maximo variavel com o comprimento de onda de excitagdo. Este
deslocamento pode atender 100 nm para os grandes comprimentos de onda quando
o comprimento de onda de excitagao aumenta,

- uma intensidade relativamente fraca mas que em certas condigbes permite
uma boa determinacdo do teor em substancias huimicas de aguas marinhas ou
continentais (Chen et al., 1992).

Neste trabalho, nés fizemos num primeiro momento, uma analise critica da
determinacéo dos parametros C, K e Iy em utilizando o método desenvolvido por
Ryan e Weber e, em um segundo momento nds realizamos um estudo
espectroscopico preciso do efeito do pH sobre a fluorescéncia do AFSR.

A utilizagdo da extingdo da fluorescéncia das substancias humicas para
estimar suas propriedades complexantes frente aos tragos de metais nos meios
naturais foi proposto pela primeira vez por Ryan e Weber (Ryan et al., 1982). Estes
autores derivaram uma expressio da intensidade de fluorescéncia em fungdo da
concentragdo em ions Cu®" que permite estimar a capacidade complexante C, assim
como a constante de estabilidade K do complexo com as substancias humicas. O
método proposto repousa sobre as hipoteses seguintes:

- A extincdo é largamente dominada pelos processos estaticos de
complexagao,

- 0 material fluorescente é representativo das propriedades do conjunto,
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- 0 material no seu conjunto comporta-se como um so tipo de ligante onde as
propriedades médias sdo representadas por uma constante de complexagéo K e
uma concentragéo de sitios complexantes C_

- Os complexos formados sdo complexos 1:1 e sdo n&o fluorescentes,

- o fator de proporcionalidade entre a taxa de extincdo da fluorescéncia e a

concentragdo dos cations metalicos é constante.

~ ré

Vii.3.2. EXPRESSAO ANALITICA,

Levando-se em conta o0 modelo descrito acima, o equilibrio quimico entre um
ligante fluorescente L, o metal M e o complexo ML ndo fluorescente pode ser
representado pela reacgo:

M + L=—ML (40)

No caso de uma molécula susceptivel de ter varios sitios de complexagéo, L
representa um desses sitios.

Os espectros de fluorescéncia obtidos experimentailmente em presenca de
fons metalicos sdo esquematizados sobre a Figura 44 onde I|_° corresponde a
intensidade inicial (Cp adicionado = 0).
A constante de complexagéo K é definida por:

[ML]
K —4 (41)
[M][L]

e a intensidade de fluorescéncia medida I, em presenca de um ion metalico
obedece a relagcao

I=1 + 1% (42)

onde
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Figura 44. Representagdo esquematica da extingdo da fluorescéncia de um ligante
em presenga de ions metalicos paramagnéticos com o qual seu complexo n&o

fluorescente é formado.
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IL = intensidade de fluorescéncia devido aos sitios complexaveis mas nao ainda

complexados

I°°ML = intensidade de fluorescéncia residual para Cm e devido aos sitios
fluorescentes ndo complexantes.
Nés podemos escrever, na hipétese onde somente os sitios ndo complexados

dao lugar a fluorescéncia:

Cm = [M] + [ML] , (43)
ML] o (I - 1) (44)
[Cee (I-1"m) (45)
onde:

C. = Concentracéo total dos sitios complexantes

Cwm = Concentracgao total do metal

[ML]
podemos definir Xy = (46) fracao de sitios complexados. De onde,
[Cl
I -1
Xy =———  (47)
I - 1P

e apods a expressao de K

KIL] [M] KIM]

Xm = = (48)
[L] + K[LI[M] 1+ K[M]

podemos trocar [M] a partir de (43) e (46) e nds acharemos:
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XL = (49)
1+ K(Cm-Xu Co)

Esta expresséo conduz a uma equagéo do segundo grau em XpL. Ela admite
uma so solugao fisicamente aceitavel.

Se colocarmos |L° = 100, nds acharemos para cada valor de Cp:

1w - 100
| = [(KC, + KCy + 1) -V (KCy + KCyy + 1)?- 4K?CyCL |+ 100~ (50)
2KC,

A parametrizacdo desta expressdo com a ajuda do método de regresséo nao
linear permite determinar os parametros K, Iy € C_ a partir da curva | = f (Cpg). O
programa de regress3o ndo linear que nds utilizamos é de dupla precisdo (10" a
10"® decimais) e foi elaborado pelo Dr. W. Ellison do Laboratério de Fisica,
InteracGes, Onda e Matéria da Universidade de Bordeaux |.

VIL3.3, Dificuldades do método e obietivos deste trabal

O método de Ryan e Weber contém dois tipos de dificuldades. A primeira é
ligada ao modelo ele mesmo, 0 segundo ao tratamento matematico. Em fungéo do
modelo proposto, quatro tipos de centros moleculares podem ser definidos:

a) Os centros que sao fluorescentes e complexantes e, dao lugar a extingao
da fluorescéncia.

b) Aqueles que fluorescem mas que nao s&o complexantes.

c) Aqueles que néo fluorescem mas sdo complexantes.

d) Agueles que nao sdo nem complexantes nem fluorescentes.

Os tipos a e b sdo importantes para uso com 0 método. Aqueles do tipo d séo
ignorados e nao podem influenciar os resultados. Porem aqueles do tipo ¢ que nao
séo levados em consideragdo mas intervém nos resultados, podem constituir uma
fonte de erro se a constante de estabilidade a ele associada € maior que aquelas do
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tipo b e ¢c. Uma outra fonte de erro que pode ser importante é devido ao fato de que
no modelo, um sé tipo de ligante é considerado (modelo monoligante) embora a
complexidade dos meios naturais permitem supor a existéncia de varios tipos de
ligantes.

Assim, o método repousa sobre um modelo que em varios pontos pode
parecer um pouco distante do modelo real. Ele tem sido muito criticado, em
particular por Cabaniss (Cabaniss ef al., 1990) que colocou em duvida a validade do
método, colocando outro método envolvendo o0 uso de eletrodos seletivos (ES),
como alternativa. Uma analise das dificuldades inerentes aos dois meétodos foi feita
por' Ryan e Ventry (Ryan et al., 1990) e levou este autores a conclusdo que elas
conduzem todavia sensivelmente as mesmas incertezas na estimagdo das
constantes de estabilidade. Estes autores consideram igualmente que os resultados
dados pelos dois métodos ndo podem ser diretamente comparados pelo fato de que
eles ndo medem estritamente as mesmas espécies durante a complexagcido. O
método de extingdo da fluorescéncia permite verificar somente a complexagao dos
sitios fluorescentes (tipos a e b) enquanto que no método dos eletrodos seletivos,
todos os sitios (fluorescentes ou ndo) sdo levados em conta. Em razdo de sua
simplicidade de trabalho e sua sensibilidade, 0 método fluorimétrico oferece
vantagens, das quais a mais importante & a de realizar medidas em condi¢bes
experimentais similares a aquelas encontradas nos ambientes aquaticos, o0 que nao
permitem outros métodos.

Dois tipos de medidas de intensidade de fluorescéncia podem ser realizadas:
a medida classica consiste tanto em medir a intensidade no maximo do espectro
quanto a superficie do espectro corrigido obtido para um comprimento de onda de
excitacdo fixo. E este tipo de medida que foi utilizado por Weber e outros autores
(Grimm et al., 1991, Nederlof et al., 1992).

Um outro tipo de medida consiste em registrar os espectros de fluorescéncia
fazendo variar os comprimentos de onda de excitacdo e de observacdo separados
por uma diferengca de comprimento de onda fixo (fluorescéncia sincrono). Este
método tem sido utilizado recentemente por varios autores (Cabaniss, 1992,
Machado ef al., 1994). Com relacdo a medida classica, ele amplifica as diferencas
espectrais e permite assim fazer aparecer mais distintamente as eventuais
contribuicées das familias de fluoréfilos distintos e de determinar as constantes de
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complexacdo associadas a cada uma delas. Ele constitui assim um m&%?‘a‘mente

do modelo de Ryan e Weber porque permite um estudo dos sistemas multi-ligantes
mais préximos da realidade. Um estudo multi-ligante baseado sobre as medidas de
fluorescéncia classica tem sido igualmente proposto recentemente (Olivéira et al.,
1995). Mesmo com todos estes métodos, o método de Weber parece o mais simples
a trabalhar porque o mais simples dos fluorimetros pode ser utilizado para o
tratamento dos dados.

Levando-se em conta as aproximagdes e hipéteses contidas no modelo de
Ryan e Weber, ele nés mostra quando comparados a outras técnicas, que ele
conduz seguidamente a determinagbes satisfatérias das constantes de associagéo
(Saar et al., 1980, Ryan et al., 1982) e é atualmente o mais utilizado (Lee et al,
1992, Fang Lin et a/., 1995).

Qualquer que seja o modelo escolhido, mono-ligante ou multi-ligante, a
determinacdo dos parédmetros procurados requer um tratamento matematico
complexo dos dados experimentais que necessitam essencialmente de métodos de
quimiometria e/ou de métodos modernos de parametrizagdo (Joaquim et al., 1994,
1995). Em numerosos casos tem sido observado que a regresséo n&o linear da
express&o (50) pode convergir para valores aberrantes muito fracos ou mesmo
negativos de C|_ (Ryan ef al., 1982, Berger et al., 1984). Esta dificuldade mostra que
o tratamento matematico dos dados constitui ele mesmo um problema importante
para a utilizacdo do método. Tem sido sugerido que as dificuldades encontradas
podem ser devidas:

- a fraca concentragéo em ligantes (em particular para Cy < 10 mg/L),

- a um numero insuficiente de pontos experimentais,

- ao método numérico utilizado,

- a existéncia de uma forte covarianga entre os parametros.

Neste trabalho, nés tentamos analisar a origem das dificuldades maiores
encontradas no tratamento matemético dos dados e tentamos ainda determinar de
uma maneira mais precisa o que tem sido feito até o presente, nos campos de
aplicagdo do método. Nbs tentamos igualmente tirar partido da forma analitica da
expressdo de Ryan e Weber para propor um teste de validade do método quando
da sua aplicacéo a uma amostra natural.
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Para este estudo, nds utilizamos o acido fulvico Suwannee River como
modelo de substadncias humicas e aplicamos iguaimente o método a algumas
amostras colhidas no Garonne, rio que corta a cidade de Bordeaux na Franca.

Vil.3.4. ANALISE DAS CURVAS DE EXTINCAO.

Na Figura 45 sao mostrados as variagdes simuladas a partir da expressao 50
dos perfis das curvas de extingdo para diferentes valores de C| para valores de K e
IMmL fixos.

Uma variagdo importante do perfil € observada sempre que o produto KC| é
aproximadamente superior ou vizinho de 1. Sempre que KC|_ torna-se menor que 1,
o perfil torna-se cada vez menos sensivel a variacdo de Cy e para o exemplo
tratado, sempre que C|_ € inferior a 106 (KC < 0,2) o perfil torna-se praticamente
independente do valor de C|_.

Este comportamento leva em conta uma das limitagées do método de Ryan e
Weber no caso onde as concentragdes das substancias humicas séo fracas. Neste
caso, parece agora evidente que a parametrizacdo nao pode convergir para valores
exatos de C. Isto explica que valores normaimente fracos de Cy tenham sido
encontrados no caso de amostras naturais (Berger ef al., 1984) pouco concentrados
em acidos himicos ou em acidos fulvicos (De Souza Sierra, 1992).

Para os outros casos onde as dificuldades encontradas ndo podem ser
devidas as fracas concentragdes das substancias humicas, estas curvas mostram
que em diluindo suficientemente o meio, é possivel obter condigcbes onde os perfis
das curvas de extincdo dependem somente de K e Ip. Neste caso, a
parametrizagdo pode ser utilizada sobre dois pardmetros ao lugar de trés o que
simplifica o problema e limita as dificuldades do tratamento numérico. A partir dos
valores de K e Iy assim determinados, & possivel estimar C em medindo a
tangente a origem sobre as curvas de extingao obtidas com a solug&o original. Em
efeito, a derivacéo da expresséo (50) para Cpq = O conduz a:

K

PCM—0 = (IML - 100) ———— (51)
KCL + 1
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onde PcM_s0 € a tangente a origem.
De onde se tira:

(.- 100) K- PCM—>0
CL= : (52)

PcM—o XK

Assim, em presenca de um valor anormal de C| encontrado por
parametrizacao direta, este método permite aproximar-se de uma maneira mais
precisa do valor real deste parametro e verificar a validade dos valores obtidos pela
regresséo linear.

Apos a expressdo (51), sempre que C| torna-se muito fraco, a tangente a
origem tende para um valor limite que & igual a

PcM—0 = (IML - 100) K (53)
CL_,0

e que n3o depende mais de C, como parece mostrar as curvas 5 e 6 da Figura 45.

O Aacido fulvico utilizado neste trabalho, é o acido fulvico Suwannee River
(AFSR), fornecido pela International Humic Substances Society (IHSS). As amostras
naturais foram coletadas em trés sitios distintos da Garonne préximos das vilas de
Pauillac, de Langoiran e de La Réole (Figura 46).

As amostras foram filtradas imediatamente (0,45 pm) apds a coleta,
protegidos da luz e guardados em um refrigerador. A solugéo mée de ions Cu2t que
nés utilizamos foi preparada a partir do nitrato de cobre (Il) ((Cu(NO3)2).3 H20), de
origem MERCK. Ela foi padronizada por titulagdo com EDTA utilizando murexida
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como indicador (Schwarzenbach et al., 1969). O HCl e o KOH utilizados s&o
também da MERCK. As solugbes das substancias acima foram preparadas com
agua purificada pelo sistema Millipore Milli-Q (eau Milli Q).

O registro dos espectros assim como as medidas de intensidade de
fluorescéncia, foram realizadas com um espectrofottmetro SPEX 212
(FLUOROLOG 2) utilizando como fonte, uma lampada de xenénio de 450W. O
espectrofluorimetro é constituido de um monocromador duplo tanto & emissdo
quanto a excitacdo. Os monocromadores sdo equipados de redes gravadas (1200
tr/mm) e a dispersdo é de 1,8 nm/mm. O compartimento de medida foi
termostatizado a uma temperatura de 20°C. As emissGes de fluorescéncia foram
observadas a 90° com relagéo a diregdo da luz excitadora. Os espectros de emissdo
de fluorescéncia foram obtidos para dois comprimentos de onda de excitagéo
fixados a 313 nm e 370 nm. Para os espectros de excitagdo da fluorescéncia, o
comprimento de onda de observagéo fixo escolhido corresponde sensivelmente ao
maximo da fluorescéncia do AFSR. A largura das fendas foi ajustada de maneira a
dar uma banda passante de 2 nm que, levando-se em conta os espectros largos
registrados, oferece uma suficiente resolugéo. A velocidade de registro € de 1 nm/s,
0 passo do motor foi de 0,5 nm. O detetor é um fotomultiplicador R298 resfriado pelo
efeito Peltier, o que assegura uma corrente de obscuridade fraca. Todos os
espectros foram corrigidos pelas variagées da transmissdo do monocromador de
excitacdo e da intensidade da fonte em fungdo do comprimento de onda. Para a
emissdo, as variacdes das respostas do monocromador de emissdo e da
fotomultiplicadora com o comprimento de onda foram igualmente corrigidos. Estas
correcOes foram aplicadas ao conjunto dos espectros que nés registramos. Nos
também corrigimos a contribuicdo do solvente (dgua) pela subtracéo do sinal deste

solvente sozinho.
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Para as medidas de extingdo da fluorescéncia do AFSR em presenca dos
ions Cu2*, as solugbes foram preparadas a partir de uma solugéo mée a 10 mgiL.
Nosso estudo baseou-se em solugdes a 10 mg/L, 7.5 mg/L, 5 mg/L, 2.5 mg/L e 1
mg/L. 50 ml de solugéo para cada experiéncia foi coletada e o pH foi ajustado para
6,2 pela adi¢gdo de KOH. Os ions Cu2* s3o provenientes de uma solugdo de nitrato
de cobre (ll) ((Cu(NO3)2).3 H20) (C = 0.105M). Afim de evitar modificar
significativamente o volume das solugdes de &cido fulvico durante as titulagbes, nés
trabalhamos com solucdes de concentragdes diferentes. 1.10-3 M, 5103 M e
2,5.10-2 M. Durante a titulacdo, a primeira solugdo de Cu2t apés a segunda, foram
trocadas por uma solugdo mais concentrada desde que necessario de modo a que o
volume total ndo ultrapasse 2% do volume inicial da solugéo titulada. Para as
amostras coletadas nos trés sitios do Garonne, as titulagées foram realizadas em
presenca de ions clpricos nas mesmas condigées que para o AFSR, salvo que para
as aguas, o pH natural (~ 8,1) foi conservado.

As intensidades foram medidas no maximo dos espectros. Em todos os casos
as intensidades obtidas sobre as curvas de extingdo sdo valores médios de ao
menos duas medidas independentes. Os espectros foram registrados a pH
constante e for¢a idnica nula. A turbidez das solugdes foi controlada em registrando
ao mesmo tempo a banda devida a difusdo Rayleigh e Tyndall observada na
segunda ordem da rede (2xAgyc ) As adigcbes de Cul* foram limitadas as
concentracdes pelas quais a intensidade da raia Rayleigh é o dobro da intensidade
inicial.

O aparecimento da turbidez na solugdo a partir de uma certa concentracéo
de ions Cu2* & um fendmeno susceptivel de alterar a precisdo das medidas de
intensidade. E um fendmeno geral que tem sido colocado por todos os autores. Ela
manifesta-se para quantidades de Cu2t adicionadas menores que as
concentracdes em acido fulvico e quando o pH ou forga idnica séo elevadas (De
Souza Sierra, 1992, Cabaniss et al., 1988). A pH 8,4 o0 aumento da turbidez é
atribuido & precipitacdo do acido fulvico e ao hidroxido de cobre (ll) (Cu(OH)2)
(Cabaniss et al., 1988). Nossas medidas foram feitas a pH 6,2, condigdo onde a
formagdo de Cu(OH)> é improvavel (Baes et al., 1976). N0s pensamos que a
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turbidez que nds observamos é devida a um mecanismo anadlogo a aquele
observado no caso dos colbides que, sempre que eles complexam na superficie
com fons metalicos (Honeyman et al., 1988, 1989) tendem a agregar-se devido a

diminuicéo de seu carater hidrofilo.

~

VIL.3.5.3. ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DO AFSR EM
PRESENCA DE Cu2*

Os espectros de fluorescéncia do AFSR (10 mg/L) excitados a 313 nm e a
370 nm em presenca de quantidades crescentes de Cu2t sdo apresentados nas
Figuras 47 e 48. O espectro de excitagdo da fluorescéncia registrado em
observando a emiss&o a 445 nm é igualmente reproduzido na Figure 49.

O espectro de emissdo da fluorescéncia excitado a 313 nm (Figura 47)
possui uma banda larga, sem estrutura vibracional. Nés obtivemos um maximo de
emissdo proximo de 450 nm que é caracteristico da maior parte dos acidos fulvicos.
Superposto ao espectro de fluorescéncia, nés observamos iguaimente sinais de
emiss&o devidos a difusdo da radiacdo. Do lado dos comprimentos de onda curtos a
aproximadamente 350 nm nos observamos a banda Raman da agua. Do lado dos
comprimentos de onda grandes a aproximadamente 626 nm, nds remarcamos uma
banda estreita que corresponde a difusdo Rayleigh e que é observada aqui & 22
ordem da rede (2XAexc.)-

Um aumento da concentracé@o em ions cupricos traduz-se por uma diminuicao
da intensidade de fluorescéncia devido a formagdo de complexos (extingé@o
estatica). No complexo, o ligante torna-se ndo fluorescente em razéo da interagéo
com os jons cupricos paramagnéticos. Nés observamos igualmente um
deslocamento dos méaximos de emiss&o para os comprimentos de onda curtos. Esta
diminuicdo dos maximos de emissdo seguida por um deslocamento em direcéo ao
espectro azul, tem sido explicada de um lado, por uma complexagéo mais favoravel
dos sitios com grande massa molecular devido a grande densidade de cargas na
superficie (Green et al., 1992). Do outro lado, pelas suas emissdes preferenciais do
lado dos grandes comprimentos de onda em razdo da estabilizagdo maior de seus

estados excitados por efeitos indutivos ou mesoméricos.



141

800000 ”
-

6500000 -

(cps)

400000 4

Intensidade

200000

400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 47. Espectro de emissdo do acido fllvico Suwanne River e a extingdo de sua
fluorescéncia em presenca de ions cupricos.

Aexe. =313 nm; pH =6,2

- [Cu*1=1:0,0; 2:6 X 10° M; 3: 30 X 10° M; 4: 80 X 10° M.



142

300000 -

200000

(cps)

100000 A

Intensidade
/u

400 " 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 48. Espectro de emissdo do acido fllvico Suwanne River e a extingdo de sua
fluorescéncia em presenga de ions cupricos.

Aexe. = 370 nm; pH = 6,2
[Cu™=1:0,0;2:6 X 10°M; 3: 30 X 10° M; 4: 80 X 10° M.
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Figura 49. Espectro de excitagdo do acido fulvico Suwanne River e a extingdo de
sua fluorescéncia em presenca de ions clpricos.

Aobs. =445 nm; pH = 6,2
[Cu™]=1:0,0;2:6 X 10°M; 3: 30 X 10° M: 4: 80 X 10° M.
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A fluorescéncia excitada a 370 nm em presencga de ions cupricos, manifesta
um comportamento idéntico (Figura 48). O espectro de excitacéo da fluorescéncia
observado a 445 nm (Figura 49) é caracterizado por uma banda larga e sem
estrutura com um maximo pouco marcado proximo de 330 nm e um aumento
continuo em direcdo aos comprimentos de onda curtos ( De Souza Sierra, 1992).
Nenhuma modificagdo notavel foi constatada no perfil deste espectro em presenca

de cobre.

A simulagdo das curvas de extingdo com a ajuda da formula de Ryan e
Weber (paragrafo VI1.3.4) mostra que é possivel distinguir dois dominios de
aplicac3o, seja a concentragdo em substancias humicas e mais precisamente, seja o
valor de KC.. N6s temos examinado estes dois casos analisando de uma parte as
curvas de extingdo para as concentragoes de AFSR de 10 mg/L (KC. = 1) que
conduzem a perfis dependentes de trés parametros K, C. e lw. e de outra parte as
curvas obtidas pelas diluicdes crescentes de AFSR que convergem teoricamente
para uma curva onde o perfil depende somente de K e de Iy (KC. << 1).

a) CASO ONDE KC, E PROXIMO DE 1,

Na Figura 50, foram colocados os pontos experimentais obtidos apés duas
séries de medidas efetuadas em dias diferentes, sob as mesmas condigbes
experimentais. Os pontos de cada série de medidas s&o as médias de ao menos
duas medidas efetuadas consecutivamente. Os resultados da parametrizag&o
indicados sobre a Figura, mostram que a medida 2 da um valor de C. muito fraco,
diferente daquele determinado para a medida 1 e diferente daquele determinado por
Ryan e Weber. Por outro lado, valores muito préximos dos valores de Ryan e
Weber foram encontrados para K. Estes resultados tornam-se surpreendentes pelo
fato de que as duas séries de medidas que nds efetuamos, n&o fizeram aparecer
diferengas importantes entre os valores dos pontos experimentais, mesmo para

valores elevados de Cy onde as diferencas s&o provavelmente devidas em parte a
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Figura 50. Parametros obtidos por regressdo nao linear de duas series de pont<i>s
experimentais obtidas a partir de duas experiéncias independentes de extingdo da

fluorescéncia do AFSR (10 mg/L) em presencga de ions clpricos (pH = 6,2).
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influéncia do efeito Tyndall que se manifesta, sendo maior na medida 1. Este
exemplo mostra que as fracas variagdes nos pontos experimentais podem induzir a
erros importantes na determinagéo dos parametros. Neste exemplo, é possivel que
o produto KC, seja de fato relativamente diferente de 1 e neste caso, ndo é
surpreendente que o processo de calculo numérico apresente problemas e que a
parametrizagdo convirja para valores relativamente imprecisos. E evidente que uma
das duas medidas conduz a um valor errado de C,. A estimacgéo gréafica da tangente
a origem da um valor a tangente de 6,6 + 0,2x1 0° M. Em utilizando a expressao
(52), nés determinamos um valor de C_ igual a 2,29 + 0,6x10° M a partir dos
parametros dados pela medida 1 e de 1,25 + 0,8x1 0°M a partir daqueles dados
pela medida 2. Os valores sdo muito proximos do valor de C. obtidos a partir da
medida 1 que é identificada como sendo o valor que proporciona uma boa ordem de
grandeza. Um valor de C_ maior, foi determinado por Ryan e Weber. Este resultado
é correlato com a tangente a origem da sua curva de extingdo, sendo menor que as
outras. Nés ndo temos atualmente uma interpretacdo a propor para explicar este
desacordo.

b) CASO ONDE KC, << 1

A Figura 51 mostra as curvas de complexacdo que nds obtivemos para
diferentes concentracbes de AFSR. De acordo com as curvas simuladas, nés
observamos uma variacdo nos perfis das curvas, notadamente sempre que a
concentragdo passa de 10 mg/L a 7,5 mg/L. Abaixo de 5 mg/L, os perfis modificam
pouco e neste caso, é possivel supor que eles sdo praticamente independentes da
concentracdo de AFSR e de C.. Na Tabela 6, nés reportamos os valores de K, Iy e
C. determinados por parametrizacdo total pela formula de Ryan e Weber (50).

Teoricamente, os valores de K e Iy sédo independentes da concentragao,
para lw. Isto é pouco verificado. Por outro lado, nés observamos diferencas
notaveis sobre os valores de K que variam sensivelmente de 10 mg/L e 4,0 mg/L.
Estas variagcdes tem sua contra partida sobre os valores de C, que manifestamente
néo s&o proporcionais as concentragées como seria normal de predizer. Por outro
lado, como mostrado na Figura 52, aparece uma melhor correlacdo entre as
constantes e a tangente a origem.
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Figura 51. Efeito da diluigdo sobre o perfil das curvas de extingdo da fluorescéncia

do Acido fulvico Suwannee River.
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Tabela 6. Valores de K, i e C, determinados por parametrizagéo total das curvas
de complexagao por Cu** para diferentes concentragdes de AFSR.

Comparagéo dos valores de C, (param.) com aqueles calculados a partir das
tangentes a origem (C. tangente). Para os calculos de C, tangente, os valores de K
e Iw. utilizados s&o aqueles obtidos por parametrizagdo da curva para Carsr = 5,0
mg/L , mantendo C fixo em 107 M. K=221 X 10°M" e Iy = 27,2 %

Carsr (Mg/L) K (M) Im(9) | Cu (param. dir) | di/dCy(Cy—0) | Cv(Tang)

1 3,60 x10° 26.77 1,20x10°M 15,38 x10° 0,21x10°M
+6,7x10° +0,2x10®

2,5 3,91x10° 28,56 2,81x10° M 9,81x10° 3,13x10°M
+6,3x10° +0,2x10°

5 2,21x10° 27,23 7,08x10° M 10,20x10° 2,61x10° M
+4,6x10° +0,2x10°°

75 1,91x10° 24,9 2,30x10°M 8,12x10° 4,35x10° M
+ 4,27x10° +0,4x10°°

10 1,09x10° 2458 2,31x10°M 6,66x10° 6,20x10°M
+3,2x10° +0,5x10®
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Figura 562. Curvas de extingo da fiuorescéncia do acido falvico Suwannee River e
tangente a origem em fungdo da concentragdo de ions clpricos para diferentes

concentragGes de acido fulvico.
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Entretanto, entre 5 e 2,5 mg/L a tangente a origem varia muito pouco e nés
podemos considerar que os perfis das curvas para estas concentragbes s&o
independentes de C.. Em fixando C, = 107 M, a parametrizacdo da curva & 5 mgiL,
considerando somente sobre K e Iy, tem conduzido aos valores de K = 2,21 x 10°
M' e lw = 27.2, ou seja, aos mesmos valores que aqueles obtidos por
parametrizacéo total. Com a ajuda da expressdo 52 e em utilizando estes valores
assim como as tangentes a origem determinadas graficamente, ndés podemos
calcular os valores de C,. Estes valores (tangente C, ) séo apresentados na ultima
coluna da Tabela 6.

Na Figura 53 nés apresentamos os valores de C, dados para os dois calculos
em fungdo da concentragdo em AFSR (Carsr). Os valores de C_ parametrizados
parecem totalmente aleatérios, por outro lado, uma boa correlagdo € obtida com os
valores da tangente C_ até 5 mg/L. Para Caesg = 2,0 € 1,0 mg/L, na qual, muito
provavelmente o valor de KC, é fraco para possuir uma influencia sobre a tangente

a origem, esta correlacdo € menos evidente.

A Figura 54 representa os espectros de fluorescéncia excitados a 313 nm de
uma amostra de agua coletada préximo da vila de La Réole e colocada em presenca
de ions clpricos em quantidades crescentes. O espectro observado é constituido de
uma banda larga sem estrutura com um maximo a aproximadamente 450 nm, muito
parecida com o espectro do acido fulvico Suwannee River. Sua intensidade na
auséncia de Cu® adicionado parece 3 vezes mais fraca que aquelas medidas a
partir de uma solugdo de AFSR a 10 mg/L. Espectros semelhantes foram obtidos
com as outras amostras coletadas préximos de Langoiran e Pauillac.

A fraca intensidade de fluorescéncia para estas aguas, € devida as fracas
concentragbes das substadncias humicas presentes. Os valores em carbono
orgénico dissolvido (COD) determinados para estas amostras (Tabela 7) mostram
que nestes
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Figura 53. Efeito da diluicdo sobre os valores de C, determinados pela tangente a
origem das curvas de extingdo obtidas para diferentes concentragdes de acido

falvico.
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Figura 54. Espectro de emissdo de fluorescéncia de agua da Garonne coletada
proximo de La Réole e a extingdo de sua fluorescéncia em presenga de ions
cupricos.

Aexe. = 313 nm; pH = 8,1

[Cu®=1:0,0; 2. 12X 10°M; 3: 40 X 10° M; 4: 60 X 10° M.
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Tabela 7. Valores de K, IML e CL (param.) determinados por parametrizagdo total
das curvas de complexagdo por Cu2+ de diferentes amostras de aguas naturais e
valores dos limites inferiores de K (K tangente) estimados apds as tangentes a
origem.

Comparagédo com os resultados obtidos com 0 AFSR & 10 mg/L.

Amostras | COD* [ C (M) |Kx10°M" I (%) | Dif, Quad. | Kx 10° M”
mg/L | (param.) | (param.) | (param.) média (Tang)
Pauillac 24 | 87x10™ 1,48 47,9 0,63 > 3,1
La Réole 1,95 | 6,3x10™ 0,49 67,5 0,40 >1,3 :
Langoiran 26 | 58x10™ 2,09 52,5 0,76 >3,6
AFSR =55 | 6,4x10® 1,09 24,6 0,19
(10 mg/L)

* :COD determinado em um aparelho HORIBA por termélise em presenga de oxigénio e
detecgiio IR.
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trés sitios de coleta, as concentragées em COD sdo praticamente as mesmas. Estes
valores s&o um pouco mais fracos que aqueles encontrados em analises
precedentes (Berger ef al., 1984). A coleta das amostras foi realizada durante um
periodo de fortes chuvas que proporcionaram fortes concentragdes de particulas em
suspensdo constituidas em particular de argilas (Etcheber, 1978). E possivel que
uma grande parte do material organico tenha sido subtraido da fase dissolvida pela
adsorsao sobre estas particulas.

Tem sido observado que a adsorsdo de substancias humicas sobre as
particulas de argila recobertas de oxido de ferro é particularmente eficaz (Hiraide,
1994). Em se baseando sobre um teor em carbono orgénico de 0,55 g/g de matéria
estimada com relagdo ao acido fulvico Suwannee River (Reddy et al., 1989) e aos
valores do COD medidos para nossas amostras, a quantidade de substancias
hamicas dissolvidas em nossas amostras pode ser estimada entre 2 e 5 mg/L.

Na Figura 55 é apresentada a intensidade de fluorescéncia das amostras
coletadas, excitadas a 370 nm e as mdidas para as concentragbes crescentes de
Cu®. Os parametros K, C, e Iy determinados por parametrizagao sdo reagrupados
na Tabela 7. Na figura 55, foram igualmente tracados, as curvas tedricas de
extincdo de fluorescéncia calculadas com a ajuda destes parametros. Os valores de
C. encontrados sdo extremamente fracos e provavelmente nao significativos.
Considerando as fracas concentracées em substancias himicas estimadas, deve-se
lembrar que nds estamos em condigées onde os perfis das curvas de extingdo séo
independentes de C. e que é portanto dificil de determinar C. com precisdo. As
dificuldades encontradas por Berger (Berger et al., 1984) por ocasido de uma
experiéncia anterior, sem duvida explicam-se pelas mesmas razées. Um outro ponto
a observar nestes resultados, sédo os valores importantes de Iy que sdo todos
superiores a 50%. Estes valores testemunham a presenca em nossas amostras de
centros fluorescentes que nao interagem com o cobre. Isto pode resultar seja da
auséncia de uma possivel complexagdo com o cobre, seja de uma competicdo com
metais diamagnéticos como o niquel ou o zinco onde a complexagéo nao perturba a
fluorescéncia (Saar et al., 1980). Em se referindo aos
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Figura 55. Comparag&o entre as curvas experimentais de extingdo da fluorescéncia
de trés aguas do Garonne coletadas (A) Pauillac, (B) Langoiran e © La Réole e
suas respectivas curvas de extingdo simuladas baseadas no modelo de Ryan e
Weber.
—— : Curvas experimentais

----- . Curvas tedricas calculadas com a ajuda dos parametros reproduzindo de
forma satisfatéria o perfil inicial das curvas experimentais.

(A): K=1,48 X 10°M"; CL = 10°M; Iy = 47,9. (B): K=0,49 X 10°M™: C_ = 10° M
Im. = 67,5. (C): K=2,09 X 10°M™; CL = 10% M; Iy = 52,5.
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valores médios de zinco, niquel e cobre encontrados na Garonne (Etcheber, 1978) e
outros metais como o cadmio, 0 manganés ou o cobalto (Besson, comunicagéo
pessoal) todos inferiores a 10® M, a segunda hip6tese parece pouco provavel.

A primeira hipétese implica que as substancias humicas fluorescentes
dissolvidas no Garonne apresentam um fraco poder complexante. A confirmagao
desta hip6tese necessita de um estudo mais aprofundado.

Para todas as amostras, a duplicacéo da raia Rayleigh foi observada a partir
aproximadamente de uma concentracdo em Cu* de 60 pM. Neste caso noés
realizamos as experiéncias ao pH natural, ou seja, a pH 8,1. Nesta faixa de pH, a
duplicacéo da raia Rayleigh pode ser devida a formagdo de Cu(OH). e a floculagéo
de substancias coloidais organicas e inorganicas néo retidas pela filtraco a 0,45
um (Berger et al., 1984).

Apébs a expressédo 52, pdd-se observar que sempre que C_ tende para um
valor fraco, a tangente a origem que é proporcional a K tende para (lu. - 100)K. Esta
relagdo permite uma estimacdo do limite inferior de K. Os valores limites também
calculados (Tabela 7) sdo todos superiores aos valores determinados por
parametrizagdo. Mesmo que os valores sejam de mesma ordem de grandeza que
aqueles determinados anteriormente (Berguer et al., 1984), este resultado mostra
que a parametrizaco das curvas da valores de K muito fracos. Isto adicionado ao
fato de que diferengas notaveis sdo constatadas entre os pontos experimentais e os
pontos calculados como mostram as diferencas quadraticas médias calculadas. Elas
sdo muito mais elevadas do que aquelas calculadas para o AFSR a 10 mg/L,
mostrando que as curvas experimentais ndo podem ser parametrizadas com
precisdo & ajuda da expressao 50. _

Os resultados relativamente satisfatorios obtidos com o AFSR, resultam
provavelmente de uma certa homogeneidade das constantes de complexacao dos
diferentes centros tornando aplicavel o modelo mono-ligante de Ryan e Weber. No
caso das aguas naturais, a composigdo das substéncias organicas € bem mais
complexa. Mesmo que o material fluorescente seja provavelmente dominado pelos
acidos fulvicos (Ewald et al., 1983), outras substancias como os acidos humicos, os
acidos hidrofilos ou as moléculas menores podem contribuir igualmente a
fluorescéncia (Belin ef al., 1993). Neste caso, as constantes de complexagéo muito
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diferentes umas das outras intervém. Para estes sistemas um modelo multi-ligante &
melhor adaptado. A solugdo de problemas deste tipo é extremamente complexa e
poucos trabalhos tém sido desenvolvidos nesta area. Duas aproximacbes tem sido
testadas. Machado et al., 1994 desenvolveu um método baseado na analise dos
componentes principais dos espectros de fluorescéncia sincrono (Machado et al.,
1994). Uma outra aproximag&o foi desenvolvida baseada na teoria Ryan e Weber

adaptado ao caso de vdrios ligantes. As duas aproximagbes requerem um

tratamento complexo dos dados que tornam dificil sua utilizac&o.

Uma das propriedades fundamentais das substancias humicas é o seu
carater acido-base. Isto é devido a presenga de grupos carboxilicos e de grupos
fendlicos. O acido fulvico Suwannee River, como a maior parte dos acidos fulvicos,
contem aproximadamente 6,1 miliequivalentes por grama (meqg/g) de grupos
carboxilicos e 1,2 miliequivalentes por grama (meg/g) de grupos fendlicos (Bowles
et al., 1989).

As caracteristicas acido-base dos &acidos fllvicos tém sido essencialmente
estudadas por métodos de titulagio potenciométrica. Poucos estudos tem sido feitos
por fluorimetria, em particular por fluorimetria classica. A raz&o reside nas fracas
variacdes espectrais observadas com a variagdo do pH. Afim de evitar a fraqueza
do efeito do pH, alguns autores tem proposto utilizar a técnica da fluorescéncia
sincrono (De Souza Sierra, 1992, Cook et al., 1995, Pullin et al., 1995) que conduz a
uma amplificacdo das variagdes conjugando os espectros de fluorescéncia e de
excitagdo da fluorescéncia. Ainda que sensivel, este método apresenta o
inconveniente de produzir espectros onde as informagdes puramente espectrais néo
sdo diretamente acessiveis. Mesmo com uma boa sensibilidade aos perfis dos

espectros, 0 método requer uma correcdo extremamente precisa das respostas
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instrumentais tanto em emiss30 quanto em excitagdo, o que nem sempre bem
avaliado nos trabalhos publicados.

Levando-se em conta a sensibilidade e a precisdo do espectrofluorimetro
SPEX que foi utilizado e a possibilidade que ele oferece de se obter espectros
corrigidos, nés resolvemos retomar este estudo utilizando o método classico de
registro de espectros em fungéo do pH. Neste trabalho, nds estudamos a influencia
da variagdo do pH sobre os espectros de emisséo de fluorescéncia e de excitagao
de fluorescéncia do AFSR.

O efeito do pH sobre o espectro de emissdo de fluorescéncia e de excitagao
de fluorescéncia do acido fulvico Suwannee River (AFSR) foi estudado sobre uma
solugdo & 10 mg/l deste 4cido em agua Milli-Q e com uma forga idnica igual a zero.
Os pH foram ajustados com a ajuda de uma solugéo de HCI 6M e de uma solugao
de KOH, 0,1M. As medidas de pH foram realizadas com um pH-Metro/iondmetro de
Laboratério do tipo Orion modelo 720A acoplado a dois eletrodos Ingold; um
eletrodo de referencia tipo Argenthal e um eletrodo de vidro. O pH-Metro foi
calibrado com uma solugéo de HCI 102 M padr&o na faixa de pH de 2 a 12 (Martell
et al, 1992). As medidas foram realizadas com a ajuda de uma célula com
circulacdo como descrito na Figura 14 do capitulo lll. Esta célula na qual sao
inseridos os eletrodos citados acima, possui varias entradas e saidas que servem
para adicionar os reativos e para a circulagéo da solugédo para a célula fluorimétrica.
A temperatura da solug&o foi mantida constante a 20°C por circulagéo entre a dupla
parede da célula de um fluido termostatizado, com a ajuda de um criotermostato
Ministat Bioblock. Os tubos ligando a célula ao fluorimetro assim como a bomba de
circulacdo (Masterflex, débito de 25 mi/min.) foram em Teflon. O conjunto foi
protegido da luz com folhas de aluminio.

viL4.3. RESULTADOS.

Nas Figuras 56a e 56b estao representados os espectros de fluorescéncia do
AFSR obtidos em diferentes pH e para excitagbes centradas respectivamente a 313
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nm e 370 nm. De uma maneira global, como ja observado em geral para &cidos
falvicos (Pullin et al., 1995), podem ser vistas variagdes muito fracas no perfil das
curvas. As mais significativas séo observadas do lado dos grandes comprimentos
de onda. Para os espectros excitados a 313 nm, o aumento de pH é traduzido por
um alargamento do espectro, ao contrario, para os espectros excitados a 370 nm,
este mesmo aumento do pH conduz a um afinamento do espectro. Este
comportamento indica que as excitagdes a 313 nm e a 370 nm conduzem a
excitacdo de fluoréfilos que diferem ndo somente por suas propriedades
espectroscopicas (absorgio diferente a 310 nm e a 370 nm) mais igualmente por
suas propriedades acido-basicas.

Neste estado, levando-se em conta as fracas variagdes dos espectros de
fluorescéncia, é dificil tirar outras conclusGes destas medidas. As informagies mais
precisas podem ser, entretanto, obtidas pelo exame dos espectros de excitacéo de
fluorescéncia. Estes s&o reproduzidos nas Figuras 57a e 57b. O conjunto destes
espectros foram registrados para um comprimento de onda de observag&o centrado
a 445 nm.

A evolugdo dos perfis dos espectros de excitagdo em func&o do pH permite
distinguir quatro faixas de pH.

- No pH inferior a aproximadamente 3,0, o espectro apresenta uma banda
intensa com um maximo bem marcado a 320 nm.

- Entre os pH 3,0 e 5,0 esta banda diminui em intensidade de uma maneira
significativa. Da observagdo dos pKas médios observados para os grupamentos
carboxilicos, esta diminuicdo parece ter correlagdo com a desprotonacéo destes
grupos (Pullin et al., 1995).

- Entre pH 5 e aproximadamente 8,5, nés observamos um alargamento do
espectro para os grandes comprimentos de onda, consecutivo a um aumento da
intensidade na regido de 350 - 400 nm enquanto que a intensidade a 320 nm esta
praticamente constante. Este resultado pode ser correlacionado com a
desprotonagao de grupos fendlicos acidos.

- A pH superiores a 8,5 nés observamos uma diminuigéo global do espectro
acompanhado de uma ligeira deformag@o da banda devido a uma diminuicao mais
rapida da intensidade entre 350-400 nm que a 313 nm. Esta modificacdo pode ser

atribuida a desprotonacgéo dos grupos fendlicos e/ou as modificagdes da
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conformacdo das moléculas consecutivas a uma modificagdo das interacoes
eletrostaticas no meio (Ghosh et al., 1980). Nesta hipétese, a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia nesta faixa de pH parece estar ligada a uma floculagéo
parcial de moléculas de &cidos fllvicos como parece provar 0 aumento da turbidez
que foi observada.

Do conjunto destes resultados, nds observamos que o espectro de excitacéo
de fluorescéncia pode ser decomposto em dois componentes: o primeiro situado na
regido de 300 - 350 nm e o segundo na regido de 350 - 400 nm. O primeiro
componente parece ser dominado pelos fluordfilos ricos em grupos carboxilicos. O
comportamento em fun¢éo do pH do segundo componente indica uma contribuicéo
majoritéria de fluoréfilos contendo grupos fendlicos.

As faixas de pH representados aqui e para as quais as modificaces foram
observadas estdo de acordo com os resultados obtidos por fluorimetria sincrono
(Cook et al, 1995, Pullin et al, 1995). Nossos resultados entretanto fizeram
aparecer dados espectroscopicos novos conduzindo a localizagédo das faixas
espectrais diferentes para os fluordfilos carboxilicos e fenolicos. Estas informagbes
possuem um grande interesse para se estabelecer de uma maneira precisa as
diferencas a adotar entre comprimento de onda de excitagdo e comprimento de
onda de emissdo para o registro do espectro de fluorescéncia sincrono. Esta
aproximac&o parece interessante e melhor adaptada para a aplicagéo deste método

que normalmente consiste na escolha arbitraria desta diferenca.
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Os metais em baixos teores (tragos) de ocorréncia no meio ambiente s&o
resultantes ou de aportes naturais ou contaminagdo antropogénica (Forstner ef al.,
1983, Ochiai, 1995). Estes aportes antropogénicos podem ser estimados apds a
determinac&o das anormalidades geoquimicas naturais (Bryan, 1976, Ochiai, 1995).

Ambientes estuarinos e costeiros sdo ecossistemas sob um importante stress
contaminante, isto porque eles quase sempre representam areas de alta atividade
industrial (industrias e portos) ou atividades livres (Wood, 1975, Bryan, 1976,
Lacerda et al., 1987, Long, 1992, Queiroz et al., 1993). Metais téxicos tais como
mercurio, cadmio, arsénico, cobre e outros podem entdo ser descarregados
diretamente ou indiretamente no meio ambiente podendo acumular-se em
sedimentos. O efeito 'meméria’ do sedimento pode depender de varios fatores tais
como, sua possibilidade de mobilizagéo via processos biogeoquimicos (bioturbagao,
dissolugao, difuséo ...). O esquema de especia¢do quimica sob o qual eles ocorrem
pode também constituir um forte fator regulando seu comportamento e destino via
acumulacdo na cadeia alimentar e passando aos seres humanos onde podem
provocar doengas crénicas e graves (Foérstner ef al., 1983).

A determinacéo de tracos de metais em sedimentos é entdo uma fonte vital
de informagdes para avaliar a contaminacdo antropogénica (Shine et al., 1995). A
variabilidade geografica do conteudo de metais em sedimentos permite identificar
fontes de poluicdo quando corrigidos apés determinacdo dos principais parametros
geograficos (Goldberg et al., 1977, Santschi ef al., 1984, Finney et al., 1989).

Uma extensa série de fatores geoquimicos controlam a concentracio e a
distribuicdo de tracos de metais nos sedimentos (Shine ef al, 1995). O uso de
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técnicas estatisticas para a determinagdo das inter-relagdes entre as variaveis
medidas € necessaria para permitir uma avaliagdo racional dos fatores que
controlam a concentragdo dos tragcos de metais no meio ambiente (Massart et al.,
1988, Miller et al., 1988). Analise de componentes principais (ACP), muiltipla
regressdo ou determinacdo da correlagdo parcial permite-nos obter indimeras
informagdes a partir de conjuntos de dados ambientais multi-variados.

O objetivo deste trabalho é realizar uma primeira averiguacdo geoquimica da
distribuicdo de tracos de metais em sedimentos de superficie na ilha de Santa
Catarina. Analises previas da contaminagdo por metais na ilha de Santa Catarina
foram feitas somente sobre organismos aquaticos (Queiroz et al., 1994) e ficou
evidenciado que altos niveis de metais pesados como Cd e Ni estavam presentes.

Este trabalho representa a primeira etapa de um programa devotado a
determinacdo dos niveis de concentragdo de varios metais em sedimentos de
mangues, lagoas e baias na ilha de Santa Catarina. Isto € uma parte de um projeto
patrocinado pela comunidade européia intitulado "Toward a Model of Latin-
American/European Integration : A joint Research Project : Coastal Zone
Management in Santa Catarina Island, Brazil".

Nesta primeira etapa, a analise do conteudo total de metais foi realizada pelo
uso da técnica de ICP-MS o qual assegura uma boa sensibilidade e uma analise
multi elementar. Como complemento, os dados para a distribuicgo dos metais em
diferentes areas foram analisados pelo uso de varias técnicas estatisticas com o
objetivo de obter uma estimativa dos niveis de contaminac¢ao de tragos de metais na
ilha. Nesta primeira etapa, nos determinamos as concentragées de metais em
sedimentos de superficie, mas para um completo conhecimento do presente estado
da contaminagé&o por metais na ilha de Santa Catarina, a analise de metais em
sedimentos mais profundos pode ser realizado no futuro como uma continuagao do

programa.

A ilha de Santa Catarina (27° 37’ S, 48° 27° W), esta localizada na costa

atlantica sul do Brasil (431 Km? de superficie total). Com um clima subtropical e
adjacente ao continente, a ilha de Santa Catarina é caracterizada por um vigoroso
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relevo de inselbergs graniticos. A distribuicdo da superficie nesta ilha mostra que as
dunas cobrem aproximadamente 11% da superficie total, os mangues 14.7%, os
lagos e as lagoas em conex@o com o mar 6.5% (Figura 58). A costa tem 98 Km de
praias. A ilha de Santa Catarina é separada do continente por duas baias, a baia
norte e a baia sul. A cidade de Florian6polis esta localizada sobre a linha que divide
as duas baias. O lado continental € ocupado por uma parte da cidade de
Florianopolis e outros importantes centros urbanos. No total, existem

aproximadamente 455.000 habitantes em volta das duas baias. A principal atividade

econdmica & o turismo (na ilha) e a industria (no continente) (Sierra de Ledo ef al.,
1995).

Vinte e oito sedimentos de superficie foram coletados durante 0 més de maio
de 1995 em ambientes geograficos tipicos da ilha de Santa Catarina: 0 mangue de
Itacorubi (Ml, 4 amostras), Ratones (MR, 6 amostras) e Tavares (MT, 3 amostras),
nas lagoas da Conceigcéo (LC, 7 amostras) e Peri (LP, 5 amostras) e na Baia Sul
(SB, 3 amostras) A localizagdo da amostragem e suas coordenadas geogréficas
(GPS-REALMARINE-"ACCUNAV-EAGLE") s&o mostradas na Figura 59. Os
sedimentos de superficie foram coletados nos primeiros 10 mm por uma raspagem
suave com espatulas de Teflon é polietileno limpas. Apés a coleta, as amostras
foram colocadas em sacos plasticos anteriormente limpos com acidos, selados e
refrigerados até a analise. Parametros geoquimicos tais como contelido em agua,
distribuicdo da granulometria e 0 conteudo em matéria organica (expresso apés
perda por calcinagdo) foram também determinados. A distribuicdo granulométrica foi
determinada por métodos classicos de densimetria. Os sedimentos foram secos a
temperatura ambiente sob condigbes de limpeza e foram moidos com um morteiro
de agata para obter uma mistura homogénea de granulometria aproximadamente
100 mesh.
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Figura 58. Mapa da ilha de Santa Catarina com as suas caracteristicas geograficas.
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Figura 59. Localizagdo e coordenadas geograficas das amostras de sedimento de

superficie coletadas na ilha de Santa Catarina.
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VilL.3.2, ANALISE DOS SEDIMENTOS.

As concentragdes totais de Hg, Pb, Cd, Se, As, Sn, U, Zn, Ni, Cu, Cr, Sb, Sr,
Pd e Ag, foram determinadas em cada sedimento de superficie. A extracdo dos
metais foi realizada com o auxilio da técnica de digestdo por microondas
(Microdigest A301 PROLABOQO) em cinco etapas, adaptado a partir da técnica de
Vidot (Vidot et al., 1992). A digestao foi feita sobre 100 + 1 mg de sedimento seco.

O protocolo de digestdo, como dito acima, possui cinco etapas de digestdo e
é descrito como segue. As amostras foram primeiro dissolvidas em 2,0 mL de uma
solucdo de HNO; 69% e expostas & radiagdo microondas por 5 minutos a uma
poténcia de 20 W. Na segunda etapa, 1,0 mL de uma solugdo de HCI 37% foi
automaticamente adicionada as amostras que foram expostas ao microondas a uma
poténcia de 40 W por 5 minutos. Na terceira etapa, 2.0 mL de uma solugéo de HF
40% foi adicionada 4s amostras e foram irradiadas (40 W) por 20 minutos. Na
quarta etapa, a solugéo foi exposta a uma poténcia de 170 W por 20 min até a
secagem. Na etapa final, 20.0 mL de uma solugdo de HNO3; 2% foi adicionada as
amostras secas e entido expostas no microondas a uma poténcia de 70 W por
adicionais 10 minutos. Este procedimento, extraiu e solubilizou com eficiéncia os
metais contidos nas matrizes sedimentares (Lalere, 1995). A solugéo resultante foi
transferida para um frasco de polietileno e entdo pesada cuidadosamente.

Todos os reagentes utilizados possuiam um alto grau de pureza para analise
de tracos e as solugdes foram preparadas em agua Milli-Q. Todas as digestdes dos
sedimentos foram realizadas em frascos de Teflon abertos. Este material é
particularmente utilizado por causa da sua boa resisténcia quimica a acidos, boa
estabilidade térmica e transparéncia ao microondas. Os frascos em Teflon foram
vigorosamente limpos entre cada tratamento das amostras, com solugbes acidas
(HNOs, HCI, HF concentrado). Apds cada oito amostras um branco foi processado
usando o mesmo procedimento como para uma amostra real e a solugao final foi
analisada para permitir uma correcdo das medidas do ICP-MS.

As concentragdes dos metais foram determinadas por um Plasma Acoplado
Indutivamente-Espectrémetro de Massa (ICP-MS - Perkin Elmer Elan 5.000)
usando-se as solucdes sem previa diluicdo. Os resultados finais foram expressos
em g de metal por grama de sedimento seco. O instrumento foi calibrado com
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padrGes externos. Apos cada dez amostras, quatro solugdes referencia frescas (10,
20, 40 e 100 ppb) e um branco preparado foram analisados para checar possiveis
desvios na sensibilidade do instrumento. Um sedimento padrdo, MAG-1, foi
analisado para determinar a precisdo analitica. Em todos os casos, a discrepancia
entre os valores medidos e os valores certificados estavam dentro do intervalo de
confidencia. A calibrag&o realizada mostrou um coeficiente de correlagdo de 99.9%
para cada metal analisado. A quantificagdo para cada elemento foi baseada sobre o

mais abundante is6topo do elemento conhecido ser livre de interferéncias analiticas.

rs

Viil.3.3. ANALISE ESTATISTICA.

Os dados de concentragdo de metais, porcentagens de granulometria (menor
que 0,062 mm) e matéria organica foram analisados por técnicas estatisticas
multivariadas (J6reskog et al, 1976, Legendre et al., 1983). Analise dos
componentes principais (ACP), analise de multipla regressdo e calculos dos
coeficientes de correlagdo parcial com o software STATGRAPHICS versdo 4.0. Os
histogramas de concentragdo de metais foram feitos com o software EXCEL versdo
4.0. Neste trabalho, a granulometria (Luoma, 1990, Wallace et al., 1991, Loring et
al., 1992, Daskalakis et al., 1995) (< 0.062 mm) e a matéria organica foram
consideradas para verificar a correlagdo com as concentragées de metais
encontrados nos sedimentos.

A média e a faixa das concentragdes que nds determinamos para os metais
nos sedimentos de superficie da ilha de Santa Catarina estdo sumariados na Tabela
8. Todas as concentragdes foram reportadas como micrograma de metal por grama
de sedimento pesado e seco. Quando comparamos nossos resultados com outros
resultados compreendendo sedimentos de varias baias e estuarios apresentando

varios niveis de contaminagdo (Holmes et al., 1974, Stenner et al., 1975,
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Summerhayes et al., 1977, Shine et al., 1995), nds verificamos que a concentracdo
dos metais encontrados sdo muito variaveis tanto no conteudo total dos metais
quanto na locag&o. Esta observagéo pode entretanto ser corrigida pelo fato de que,
em geral, a distribui¢do granulométrica dos finos (menor que 0.062 mm) é pequena,
na verdade, menor que 15 % e com um alto teor de matéria organica (em geral
maior que 15 %) sugerindo uma larga heterogeneidade dos materiais estudados.

Todas as concentracées determinadas para os metais foram comparadas
com a composicdo média elementar de diferentes tipos de sedimentos (Salomons et
al., 1984). O valor médio calculado sobre a Figura 60 e 61 tem um valor meramente
indicativo. Os resultados sumariados na Tabela 8 mostram que para metais como
Hg, Pb, Se, As, Sn, U, e Ag, as concentragdes encontradas s&o maiores que a
composicdo média elementar dos sedimentos enquanto para outros metais tais
como Cd, Zn, Ni, Cu, Cr, Pd, Sb e Sr, as concentragdes que nds encontramos s&o
equivalentes ou ligeiramente menores. Estas observa(;ées nao estdo corretas para
as concentracdes que nos achamos para a distribuigdo granulométrica nem para o
conteudo de matéria organica.

A comparacdo entre as concentragbes nas areas que nos estudamos
mostram que o mangue de ltacorubi e a baia sul na ilha de Santa Catarina sdo as
areas onde as concentragdes para varios metais sdo mais altas. A matéria orgénica
também foi encontrada ser mais abundante nestas dareas. Considerando a
localizagéo geografica e a proximidade dos centros urbanos e industriais, estas
areas parecem ter a maior probabilidade para entradas antropogénicas.

A lagoa do Peri € uma reserva natural localizada em uma zona pouco
urbanizada. Como esperado, as concentragdes de muitos metais sdo pequenas.
Selénio e prata o qual sdo maiores nesta lagoa sdo entretanto excecdes.

Foram encontradas concentragdes de@g na faixa de 0 a 0,51 ug/g com um
valor médio de 0.22 ug/g o qual é similar ao valor de 0.19 ug/g correépondente a
composi¢cdo média elementar dos sedimentos (Salomons et al., 1984). Entretanto, o
histograma de concentragées de Hg (Figura 60) mostra que grandes diferencas no
teor de mercurio podem ser observados ndo s6é de uma &area para outra, mas
também de uma amostra para outra na mesma area. Este é o caso para os mangues
de ltacorubi e Ratones com, respectivamente, 0.51 e 0.22 ug/g de Hg sendo
determinados em duas amostras (MI2 e MR2 ) enquanto em outras amostras, as
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Tabela 8. Sumario dos dados para metais, granulometria (< 0,062 mm) e matéria
organica em sedimentos de superficie de mangues, lagoas e baia sul na ilha de
Santa Catarina. Todos os valores foram expressos em ug/g sobre o sedimento seco

e pesado para os metais e em porcentagem para a granulometria (< 0,062 mm)

(G0062) e matéria orgénica (ORG.MAT).

etal Baia Col;\ac?a?;aga Lagoado | Mangue do | Mangue do) Manéue do)
Sul (BS) (LC) Peri (LP)  litacorubi (MI) {Ratones (MR | Tavares (MT
Average | 0.03 0.05 0.01 0.22 0.07 0.06
Hg Range 0-0.05 0-0.09 0-0.07 0.12-0.51 | 0.03-0.22 | 0.05-0.09
Average 42.56 23.79 17.77 51.29 10.98 18.57
Pb Range | 41.96-43.5 | 6.17-31.42 | 2.74-24.84 | 47.95-56.45 | 2.28 - 28.12 | 13.67 - 26.1
Average 0.09 0.11 0.13 0.12 0.05 0.07
Cd Range | 0.07-0.11 | 0.05-0.16 | 0.006-0.22{ 0.02-0.19 | 0.02-0.09 | 0.05-0.09
Average 1.33 1.99 2.88 0.06 0 0.19
Se Range | 0.35-2.01 0-296 0.29-4.77 0-0.24 - 0-057
Average 20.76 5.78 3.46 2478 6.81 10.81
As Range | 18.1-56.16 | 1.37-9.25 | 0.54-5.73 | 21.36-31.12 | 0.77 - 16.06 | 9.06 - 12.57
Average 4.96 3.35 272 6.56 1.43 1.97
Sn Range | 4.53-536 | 0.69-466 | 0.14-4.14 | 565-7.28 | 0.38-3.43 | 1.23-3.19
Average 2.39 2.93 2.1 5.16 0.72 5.12
u Range 0-386 0.5-35.1 0.28-395 | 51-524 0-3.38 3.57-7.95
Average 101.05 56.09 59.66 94.41 26.89 42.83
Zn Range 94.24-114 | 36.89-72.61 | 8.92-82.17 | 89.08-97.20 | 5.56 - 78.76 | 31.21 -65.1
Average 30.03 8.91 1.13 17.57 6.01 9.29
Ni Range | 18.84-51.06 0-14.91 0-5.69 15.62-25.04 | 1.13-17.15 | 6.28 - 13.84
Average 2525 32.96 36.52 33.18° 14.57 20.33
Cu Range | 22.66-28.13 | 28.16-41.23 [ 569 - 55.12 | 27.75-46.21 | 0.34 - 21.41 | 17.35-24.8
Average 15.93 2.98 0 8.56 3.38 5.17
Cr Range | 11.01-25.07 | 0.85-5.33 - 8.17-8.82 | 0.55-10.05| 3.69-7.26
Average 0.58 0.43 1.06 0.38 0.14 0.34
Pd Range | 0.54-061 | 0.07-091 | 0.04-179 | 0.25-0.68 | 0.03-0.41 | 0.21-0.44
Average 1.48 235 0.19 1.21 3.95 1.02
Sb Range | 1.11-2.08 | 1.14-3.26 | 0.07-0.28 | 1.03-1.37 [0.10-1965| 0.81-1.25
Average 348.69 185.22 79.14 69.85 74.51 159.69
Sr Range | 308.6-399.3 | 25.11-283.2 | 13.03-124.5 1 28.14-107.4 | 8.36-237.5} 146.8 - 168
Average 0.69 0.42 0.67 0.86 0.17 0.21
Ag Range | 0.57-0.86 | 0.09-0.70 | 0.06-129 { 0.82-0.91 | 0.06-0.33 | 0.14-0.31
Average 19.47 17.43 25.38 24,16 5.5 23.8
OrgMat | Range | 15.54-24.18 | 2.73 -32.92 | 0.80 - 40.98 | 20.12-28.20 { 0.98 - 17.98 | 16.11 - 35.6
Average 14.66 11.32 12.13 12.13 2.56 6.49
G0062 | Range | 11.46-18.40 | 0.62- 17.35 | 0.08 - 25.33 | 10.42-15.36 0-8.59 4.24 -7.67
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concentragdes foram menores que 0.1 ug/g. Estes resultados sugerem a ocorréncia
de uma severa contaminagao local.

Para o Pb, n06s observamos que em muitas areas, as concentragées
registradas excedem a média do valor estimado para o sedimento (Salomons ef al.,
1984) (19 ngl/g), especificamente no mangue do ltacorubi, baia sul e lagoa da
Conceigao. O histograma de distribuigcdo para o\Pb»(Fig. 60) mostra que ele é mais
concentrado no mangue do Itacorubi (faixa de concentragdo: 48 ug/g - 57 ug/g), na
baia sul (42 pg/g - 44 ug/g) e na lagoa da Conceigdo (6.2 ug/g - 32 pg/g). Estas
altas concentracbes sdo de fato devido a vizinhanca de areas altamente povoadas.
A proximidade de varios centros de pesquisa no caso do mangue do Itacorubi pode
ser também uma fonte de aporte antropogénico. Em outras areas, as concentracées
s&0 menores mas mostram uma larga variagdo, particularmente no mangue de
Ratones onde concentragdes maiores que 20 pg/g foram encontradas nas amostras
MR1 e MR4 enquanto nas outras amostras, menos de 5 ug/g de Pb foi detectado.

@@g. 61) foi encontrado em elevada concentragdo na lagoa do Peri
(0.29 -4.77 pgl/g), na lagoa da Conceigdo (0 - 2.96 pg/g) e também na baia sul (0.35
- 2.01 pg/g). Na lagoa do Peri, a concentraggdo meédia foi aproximadamente seis
vezes mais alta que a concentracdo média (Salomons et al., 1984) (0.42 ug/q)
encontrada nos sedimentos. Em contraste, este elemento ndo foi encontrado nos
mangues, exceto nas amostras MT3 e MI3 onde as concentragcbes de Se foram
entdo equivalentes a concentragio média citada acima.

Altas concentragbes de(/i;foram encontradas no mangue do Itacorubi e na
baia sul. No mangue do ltacorubi, A faixa de concentracdo de As foi de 21.36 a
31.12 pg/g com um valor médio de 24.78 ug/g que é aproximadamente quatro vezes
maior que o valor médio citado acima (7.7 pg/g). Na baia sul, a faixa de
concentracdo é de 18.1 - 26.16 pg/g com um valor médio de 20.78 pg/g. No mangue
do Ratones as amostras MR1 e MR4 possuem concentracoes de As
aproximadamente duas vezes maior que o valor do sedimento referencia. Baixos
valores foram determinados nas outras amostras (< 3 ug/g). Esta observagédo é
similar ao que foi feito no caso do Pb. O mesmo tipo de comentario serve também
para o Sn (Fig. 60) e em menor escala para o Cd e a Ag (Fig. 61). Por essa razao,
as amostras MR1 e MR4 foram encontradas exibirem maiores concentracfes para
Pb, As, Sn, Cd e Ag que as outras amostras coletadas no mesmo mangue. Estes



176

niveis para os sitios MR1 e MR4 sdo correlatos com uma alta porcentagem da
distribuicdo da granulometria dos finos (< 0.062 mm) e elevado contetido de matéria
organica apresentando, portando, uma tipica tendéncia de associacdo geoquimica.
Os sitios MR1 e MR4 correspondem as zonas onde a sedimentacdo é
particularmente importante e pode favorecer a uma acumulacido de metais nos
sedimentos sempre que a poluicdo local aumenta a concentracéo natural de tragos
de metais. A heterogeneidade na distribuicdo de Hg no mangue do Ratones foi
também observada, mas, neste caso, a alta concentracdo de Hg encontrada para o
sitio MR2 é certamente anormal desde que as caracteristicas geoquimicas deste
sedimento mostram ambos uma baixa distribuicdo granulométrica e conteiido em
matéria organica. Isto mostra que o teor em mercurio naquele sitio tem uma origem
totalmente diferente que os outros elementos registrados.

A Figura 61 apresenta os histogramas para as concentragdes de Cd, Se, U e
Ag nos diferentes ambientes estudados. A concentracdo encontrada para o Cd é
ligeiramente menor que a média da concentragdo em sedimentos (Salomons ef al.,
1984) (0.17ug/g). Isto sugere que na ilha de Santa Catarina, Cd ocorre naturalmente
nao sendo resultado de uma contaminagéo antropogénica.

As concentragbes de @séo mais altas no mangue do Itacorubi onde varia de
5.65 a 7.28 pg/g com um valor médio de 6.56 Mg/g enquanto a concentracdo média
nos sedimentos referencia (Salomons et al, 1984) e 4.6 ug/g. Pequenas
concentracdes deste elemento foram determinadas em outras areas.

A presenca de U em altas concentragées foram observadas no mangue do
Tavares onde nos achamos concentragdes na faixa de 3.57 - 9.5 ug/g com um valor
médio de 5.12 ug/g e no mangue do Itacorubi com concentragbes variando entre 5.1
a 5.24 ug/g com um valor médio de 5.16 ug/g. Estes valores sdo aproximadamente
duas vezes mais altos que a média calculada para os sedimentos (Salomons et al.,
1984). Em outras areas, as concentragbes que nds encontramos s3o menores que
estes valores.

Prata € o metal a qual a concentracdo estd sempre em excesso quando
comparado a média da concentracido em sedimentos (Salomons ef al., 1984) (0.06
pa/g). Em todas as areas a concentracdo média que nds achamos foi
aproximadamente quatro vezes maior. Ela € em torno de vinte vezes maior no sitio
LP4 da lagoa do Peri. Altas concentragbes deste metal foram também encontradas
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em outras areas. As mais baixas concentragdes que nds achamos estéo nos
mangues de Ratones e Tavares. A presenca deste metal em altas concentragdes no
ecossistema de Floriandpolis n&o pode ser considerada como entrada
antropogénica devido a completa auséncia de atividades relacionadas ao uso deste
metal. A mais provavel origem € a geolégica desde que a ilha possui um importante
embasamento granitico.

Os resultados para os modelos de multipla regressdo e os coeficientes de
correlagéo parcial contra granulometria (< 0.062 mm) e matéria organica sdo dados

na Tabela 9. Os coeficientes de multipla regressao (R2) para Pb, Cd, Se, As, Sn, U,
Zn, Cu, Pd, Sr, Ni, Cr e Ag foram calculados contra os parametros geoquimicos
principais (conteido em matéria organica e distribuicdo da granulometria dos finos).
Eles apontam para aproximadamente 46% e 90% da varianga. Hg e Sb somente
parecem ser menos correlato com estes dois parametros, mostrando 26% e 7.9% da
varianga respectivamente. O coeficiente de correlacdo para cada fator
separadamente indica que U e Hg sozinhos parecem ser mais associados com a
matéria organica que com a

granulometria (< 0.062 mm) (Nivel de conf. 95%). U mostra 76% da varianga contra
matéria organica e 62% da varian¢a contra a granulometria (<0.062 mm) enquanto
Hg mostra 25% da varianga contra matéria organica e 19% da varianga contra
granulometria (< 0.062 mm).

Hg € conhecido por ser preferencialmente associado aos detritos organicos
(Hanson et al., 1993) Isto nao foi realmente confirmado pelas nossas analises dos
coeficientes de correlagéo parcial (Tabela 9) o qual mostra que, Hg é negativamente
correlato com a granulometria (-0.54) e somente pobremente (embora
positivamente) correlato com a matéria organica (0.19). |

A distribuicdo para o Pb, mostra uma boa varianga com os dois principais
fatores geoquimicos (81%). Mas a inspec¢ao dos coeficientes de correlagdo parcial
mostram que eles s&o de fato muito fracamente correlatos com estes dois
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Tabela 9. Coeficientes de muitipla correlagdo (R?) para as concentragdes de metais
contra ambos e isolados; granulometria (< 0,062 mm) e matéria orgénica e os
coeficientes de correlagéo parcial (r.) contra granulometria (< 0,062 mm) e matéria
orgénica. GO062 é a granulometria (< 0,062 mm) e ORG.MAT é a matéria organica.
ns € ndo significante.

Coeficiente de | Coeficiente de
Metal correlagdo pgrcial co:;:g)é':g (R R? (G0062) | R? (Org.Mat)
rx G0062/Org.Mat | r, Org.Mat/G0062
Hg -0.54 0.19 0.26 0.19 0.25
Pb ns ns 0.81 0.80 0.76
Cd 0.51 0.17 0.90 0.86 0.87
Se 0.66 -0.18 0.67 0.67 0.55
As 0.55 -0.13 0.61 0.61 0.55
Sn 0.28 -0.25 0.85 0.83 0.79
U -0.29 0.57 0.76 0.62 0.76
Zn -0.28 0.14 0.89 0.87 0.83
Ni 0.21 ns 0.48 0.48 0.44
Cu -0.34 0.14 0.86 0.83 0.83
Cr -0.30 ns 0.46 0.46 0.41
Pd 0.37 ns 0.66 0.65 0.61
Sb 0.16 -0.08 0.079 0.08 0.07
Sr 0.42 ns , I O & 0.71 0.61
Ag -0.18 0.16 0.84 0.81 0.80
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parametros. Isto pode sugerir que alto teor orgén’ico e concentragido de Pb podem
independentemente resultar de uma contamina¢éo antropogénica.

Se, As, Sb e Sn sio positivamente correlatos com a granulometria e
negativamente correlatos com a matéria organica. Coeficientes de correlacdo
parcial mostram que Se possui um forte coeficiente de correlagdo (0.66) contra
granulometria (<0.062 mm) enquanto o coeficiente de correlagdo parcial contra
matéria organica é negativa e fraca (-0.18), Para As, o coeficiente de correlagao
com a granulometria (<0.062 mm) é também forte (0.55) mas negativo e fraco contra
matéria organica (-0.13). O coeficiente de correlacdo parcial para o Sn e Sb indica
uma fraca correlacdo com ambos os dois fatores.

Ni, Cr, Pd e Sr ndo apresentam alguma tendéncia significante nos teores em
matéria organica. Ag o qual foi achado estar presente em altas concentracbes em
varias areas, parece ser pobremente correlato com a matéria organica e ser
negativamente correlato com a granulometria. U, Zn, Cu, e Cr mostram um
coeficiente de correlagdo negativo com a granulometria.

Vill.4.2.2. ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS.

A determinacdo dos coeficientes de correlacdo parcial e multiplos contra
granulometria (< 0.062 mm) e matéria organica nos permite ter um ensaio no modo
de associacio entre eles. Para avaliar melhor as interrelagbes entre os 15 metais
analisados nas 28 amostras, nds usamos a analise dos componentes principais.

O objetivo desta analise foi: i. A comparagdo da distribuicdo dos metais com
respeito as diferentes areas amostradas, estudando as diferentes
interdependéncias nestas areas. ii. a covarianca dos diferentes metais e as
possiveis associagdes com as atividades humanas.

Os resultados da analise dos componentes principais mostraram que 0s
dados podem ser representados com os dois principais eixos 0 qual apresentam
respectivamente 45.9 e 20.6 % da variancga total (somatério de 66.5 % da varianga
total). A Figura 62 mostra o escore plot para todos os sitios amostrados para os
quais a distribuicdo dos metais foi representada em funcdo da derivada da analise
dos componentes principais. Sobre a Figura 63, nos plotamos a proje¢do em duas
dimensdes dos teores de metais e suas relacbes.
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Os resuitados apresentados na Figura 63 podem sugerir que 0 eixo principal
(eixo dos X) pode controlar a abundancia natural dos elementos nos sedimentos
enquanto o segundo eixo (eixo dos Y) pode representar a influencia dos aportes
antropogénicos.

Os resultados chamam a atengdo para trés tipos de comentarios.

i : Na Figura 62, os pontos representativos dos diferentes sitios estéo
espalhados sobre a maior parte do gréfico, ilustrando a grande diversidade da
distribuicdo dos metais que podem ser encontrados na ilha de Santa Catarina. E
esperado que as amostras extraidas de mesmas areas possam ser incluidas em um
mesmo "cluster”. Isto é praticamente verdade para amostras originarias da lagoa da
Conceigao, baia sul, mangue do Itacorubi e mangue do Tavares. Em contraste, isto
nao é verificado para o mangue do Ratones e a lagoa do Peri. Isto obviamente
resulta das grandes flutuagdes registradas nos teores de metais nos sedimentos.

Este fato é particularmente bem ilustrado pelas amostras MR1 e MR2 o qual
apresentam altas concentragbes em Pb, Sn e As. Este é também o caso para as
amostras LP1 e LP5 da lagoa do Peri o qual, comparada a outras amostras
apresentam uma baixa concentracdo em praticamente todos os metais. Uma
situagao similar pode também ser observada para o Hg no mangue do Itacorubi
(amostra Mi2).

i Um interessante aspecto &€ o fato de que as amostras do mangue do
Itacorubi e da baia sul estdo incluidas no mesmo "cluster”. Isto pode indicar que,
nestas duas areas, a distribuicdo dos metais sdo similares. Isto pode ser tragado
pelo fato de que ambos correspondem a areas o qual sdo mais influenciadas pelas
atividades humanas e portanto recebem o mesmo tipo de aporte antropogénico. Isto
é coerente com a abundancia nestas areas, de metais tais como Pb, Sn, As o qual
séo provavelmente resultantes de atividades humanas.

i - Na Figura 63 é mostrado o plot do teor em metal para os metais
determinados. Este grafico claramente mostra a ocorréncia de dois importantes
grupos de metais formando dois distintos "clusters" respectivamente no alto a direita
e em baixo do lado direito do grafico.

O primeiro cluster contem elementos tais como As, Pb e Sn o qual tem sido
encontrados serem um grande excesso (Salomons et al., 1984) e que podem ser
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mostrando as
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considerados como tracadores para aportes antropogénicos. A comparagido dos
dois plotes na Figura 62 e 63 mostra evidencia de que todos os sitios na baia sul e
no mangue do ltacorubi correspondem as concentracbes dominadas por estes
metais. Em cima e no lado direito do plot de escores corresponde as areas o qual
sdo principalmente expostas a contaminagéo antropogénica. Isto confirma também a
origem antropogénica dos sitios MR1 e MR4 no mangue do Ratones.

O segundo "cluster" contem Se, Pd, Cu, e Cd e esta localizado na mesma
parte do grafico que o "cluster" formado pelos sitios LP2, LP3 e LP4 da lagoa do
Peri. Esta lagoa € uma area de preservacéo com uma baixa densidade populacional
e noés podemos deste modo sugerir que todos os metais detectados estdo
naturalmente presentes dando um ruido de fundo geoquimico natural para esta area
especifica somente devido a diversidade em fungéo da disposi¢céo geolbgica da ilha.

Na lagoa da Conceicdo, as concentracdes de metais sdo muito parecidas
com a média dos valores determinados para os sedimentos exceto para o Se e a Ag
como na lagoa do Peri. Entretanto, as amostras para esta area estdo todas
localizadas no meio do plot de escores (Figura 62). Este resultado parece indicar
que aportes naturais e antropogénicos contribuem para o conteudo total de metais
nesta lagoa.

VIIL5. CONSIDERACOES FINAIS.

Os resultados mostram que para metais como Pb, Se, As, Sn, U e Ag, as
concentragdes encontradas em muitos sitios da ilha Florianépolis sdo maiores que a
composicdo média elementar para sedimentos. Para os outros metais como Cd, Zn,
Ni, Cu, Cr, Pd, Sb, e Sr, as concentracdes que nds encontramos s&o similares ou
ligeiramente menores.

A analise estatistica mostra que metais tais como Se, As, Sb e Sn séo
positivamente correlatos contra a granulometria e negativamente correlatas contra
a matéria orgénica. Para outros metais, uma correlagdo significativa nao foi
observada nem contra granulometria (< 0.062 mm) nem contra matéria organica.

Nossos resultados mostram que uma importante heterogeneidade na
distribuicdo dos metais dentro de uma mesma éarea pode ser relacionada a
contaminacao antropogénica acidental. Isto é particularmente observado no mangue
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do Ratones onde dois sitios foram achados serem contaminados por Pb, Sn e As e
no mangue do ltacorubi onde uma alta concentragio de Hg foi achada em um sitio.

A analise dos componentes principais claramente ilustra as distingbes que
ocorrem entre as zonas o0 qual incluem a baia sul e o0 mangue do Itacorubi (sob uma
influencia antropogénica) e a zona da lagoa do Peri onde a influencia natural é
predominante. Elementos tais como As, Pb e Sn aparecem como tragcadores para
contaminac&o por atividades humanas enquanto Se e Ag estdo mais relacionados
com a abundéncia natural.

Na lagoa da Conceicao, concentracdo de metais muito préximas dos valores
médios encontrados nos sedimentos foram encontrados. A analise estatistica
mostra evidéncia que nesta lagoa entradas naturais e antropogénicas apresentam
contribui¢cdes claramente definidas.

De acordo com os nossos resultados, a ordem decrescente de areas
estudadas para aportes antropogénicos é: o mangue de Itacorubi, a baia sul, a
lagoa da Conceigéo, 0 mangue do Ratones, o0 mangue do Tavares e finalmente a
lagoa do Peri.
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- Neste trabalho véarios aspectos foram abordados, tanto no campo da quimica
analitica quanto no geolégico que juntos sdo susceptiveis de aportar elementos de
conhecimento indispensaveis a compreensao dos processos naturais.

O tema chave que constitui 0 objetivo geral do nosso trabalho é o transporte
e acumulacdo de metais e espécies organicas e inorganicas nos meios aquosos. Os
mecanismos de complexagcéo por ligantes naturais ou artificiais ocupam uma
situacdo importante nestes processos.

As substancias humicas possuem igualmente uma fungéo importante e todo
método, como a fluorimetria, que permite caracterizar e avaliar a contribuicdo destas
substancias complexas devem ser levadas em conta e exploradas.

A determinacdo dos ciclos biogeoquimicos dos metais nos ecossistemas
necessita de métodos de analise de mais em mais sensiveis e precisos como o ICP-
MS utilizado neste trabalho. Os dados obtidos nestes sitios variados assim como o
conhecimento de suas propriedades fisico-quimicas (em particular suas
caracteristicas complexantes frente aos metais) constituem uma etapa primordial
para uma melhor gestdo do meio ambiente que deve levar em conta a influéncia das

atividades humanas e as influencias geolégicas naturais.

Os trabalhos apresentados nesta tese foram divididos em duas partes
distintas. A primeira parte € concernente a utilizagao de técnicas de titulagio para o
estudo dos equilibrios de dissociagdo ou complexacido entre ligantes naturais e
artificiais com os ions metalicos e/ou espécies aniénicas organicas e inorganicas.
Dois tipbs de técnicas titulométricas foram abordadas. A titulagdo potenciométrica
foi utilizada para estudar o comportamento de um ligante artificial, o OBISDIEN em
presenca dos anions selenito e selenato e de diversos cations metalicos (Cu®*, Zn*,
Mg**). O resultado marcante & a evidencia de uma complexagdo seletiva de ions
selenato em presenca destes metais, na faixa de pH 6-8 que corresponde ao pH
das aguas naturais. O resultado permite a utilizagcdo deste ligante em presenca em
particular do cation Cu®*, para desenvolver métodos de extragdo ou de
concentragdo de selenatos em aguas naturais. A titulagao potenciométrica tem sido
igualmente aplicada ao estudo das propriedades acido-basicas das selénio cistina e
selénio metionina. Este estudo permitiu precisar as condi¢des 6timas de pH para a
separagdo destes dois organo-selénio por cromatografia liquida baseada na
formacéo de pares idnicos.
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Foi utilizada a titulagdo fluorimétrica proposta por Ryan e Weber,
essencialmente com o objetivo de precisar os limites de aplicagéo e propor algumas
solugdes para minimizar as principais dificuldades que a aplicacdo deste método
apresenta para a determinacdo das propriedades complexantes das substancias
humicas fluorescentes. A maior dificuldade do método reside no fato de que ele
necessita uma parametrizacdo com a ajuda de trés parametros. Nés pudemos
mostrar que uma das condi¢cdes necessarias para a parametrizacdo das curvas de
extincdo da fluorescéncia que conduz a valores fracos de constantes de
complexacéo(K) e sobretudo da capacidade complexante (C.) € que o produto
destes dois valores seja proximo ou superior a 1. Esta ndo é, entretanto, uma
condicdo suficiente e existem casos para os quais embora esta condi¢do seja
satisfeita, o calculo conduz a valores aberrantes de C_. . Neste caso nés
propusemos um método baseado na medida da tangente a origem da curva de
extingdo que conduz a estimac&o da ordem de grandeza deste parametro.

Este método repousa sobre o fato de que sempre que C. é muito fraco ou por
uma diluicdo das solugdes, os perfis das curvas de extingdo tornam-se praticamente
independentes de C. . Nés mostramos que é sempre possivel determinar K por uma
parametrizacdo destas curvas com a ajuda somente de dois pardmetros. Neste
caso, & possivel igualmente verificar a ordem de grandeza de K apés a
determinagdo da tangente a origem.

Noés tentamos aplicar o método as aguas naturais coletadas em diversos
sitios da Garonne, rio que corta a cidade de Bordeaux na Gironde. Resultados bem
similares a aqueles achados anteriormente por Berger et al., 1994 foram
encontrados. Entretanto, estes resultados sdo afetados por uma impreciséo
importante que resulta de uma parametrizagéo imperfeita dos perfis das curvas de
extincdo e eles mostram que 0 modelo de Ryan e Weber que considera a presenca
de um s6 tipo de ligante (modelo mono-ligante) ndo se aplica bem a estes meios. No
caso das aguas naturais, parece necessario considerar a presenca de sitios
complexantes caracterizados por constantes de complexacdo muito diferentes
(modelo multi-ligante).

Em complemento a este estudo, nés verificamos o efeito do pH sobre os
espectros de fluorescéncia do acido fulvico Suwannee River que mostra a

variabilidade das propriedades acido-basicas e fluorimétricas dos fluordfilos
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presentes nestes tipos de substancias humicas, responsavel em média por 60% da
fluorescéncia total das aguas naturais. A analise dos espectros de excitagdo da
fluorescéncia nos tem permitido localizar nas duas regides comportamentos
diferentes em funcdo do pH. Um parece ser dominado por croméforos contendo
grupos carboxilicos e o outro provavelmente por croméforos fendélicos.

A seguhda parte foi consagrada a determinacao das concentragdes de metais
nos sedimentos de superficie coletados nos meios aquaticos de natureza bem
diferentes todos situados na ilha de Santa Catarina. Este trabalho constitui uma
aproximagao preliminar de um programa destinado a avaliar o grau de
contaminagdo em metais nesta ilha, determinando o impacto da atividade humana
nos diferentes sitios aquaticos da ilha e a mais longo termo, seguir a evolucdo das
concentragbes em metais para modelizar os processos de sedimentacdo e de
transporte. _

A determinacéo das concentragdes totais dos metais seguintes: Hg, Pb, Cd,
Se, As, Sn, U, Zn, Ni, Cu, Cr, Sb, Sr, Pd e Ag foram realizadas nos sedimentos de
superficie provenientes de trés mangues, duas lagoas e da baia sul da ilha. Em
varios sitios, as concentracbes de metais como o Pb, Se, As, Sn, U e Ag foram
achados mais elevados que as médias das concentragdes encontradas nos
sedimentos terrestres. Por outro lado, as concentragdes encontradas para o Cd, Zn,
Ni, Cu, Cr, Pd, Sb e Sr foram encontradas em média mais fracas ou muito préximas
dos valores referenciados.

As analises dos componentes principais mostraram as caracteristicas
seguintes. i; uma certa heterogeneidade nos teores em metais no interior de uma
mesma zona devido hipoteticamente aos aportes antropogénicos locais e
acidentais. Isto é particularmente verdadeiro para o mangue do Ratones; ii : Uma
distingédo clara entre a zona que agrupa a baia sul e 0 mangue do Itacorubi sob
influéncia antropogénica evidente e a zona correspondente a lagoa do Peri
dominada pelos aportes naturais. Na lagoa da Conceigdo, as concentragdes
proximas das médias terrestres foram encontrados para o conjunto de metais salvo
para o Se e Ag que foram encontrados em abundancia igualmente na lagoa do Peri
e onde a origem parece natural. Os resultados deixam a pensar que nesta zona, a
importancia dos aporte antropogénicos e naturais sdo da mesma ordem de

grandeza.
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Segundo nossos resultados,- a ordem de contaminagdo pelos aportes

antropogénicos das zonas estudadas parece estabelecer-se da maneira seguinte:

mangue do Itacorubi, Baia Sul, lagoa da Conceigéo, mangue do Ratones ;
mangue do Tavares, lagoa do Peri.
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