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Abstract: Gel permeation chromatography method was applied to evaluate the Zn metal distribution levels in
the organic fraction from sediments collected in the Patos Lagoon estuary. The analysis was performed based
in metal distribution levels comparing with the dissolved organic carbon one and the molecular mass of the
organic fraction. Initially, it was considered the analysis of three different metals: Cu, Pb and Zn.
Nevertheless, while Cu and Pb levels were below the detection limit, Zn concentration ranges from 5 to 205
pg L% In this study was analyzed four different points: | {{Zn] = 4.88-24.47 pg L'} and Il {[Zn] = 11.33-
91.06 pg L} in north region; 111 {[Zn] = 5.82-39.26 ug L'} and IV {[Zn] = 22.78-205.41 pg L'} in south
region. The Zn levels in south were ten times higher than in north region, which is due to several industrial
and port activities in this area. In both regions, there are significant amounts of Zn associated with the organic
fraction (1.8 Da-1.4 kDa), while in south region there is a high level of Zn in its free form. It is important to
comment that Zn complexation in the estuary was highly variable between north and south region (Lagoon
estuary), which may be attributable to the lower salinity level in north region when compared with south one.

Keywords: GPC; organic material; DOM; estuary

1. INTRODUCAO

A ocorréncia de metais pesados no meio
ambiente é um fendémeno perfeitamente natural, uma
vez que varios destes sdo essenciais como
micronutrientes aos ciclos bioldgicos [1]. Entretanto,
alguns metais pesados podem ser perigosos para 0s
ecossistemas devido a sua acumulagdo nas cadeias
tréficas [1-4]. Os metais antropogénicos mais
abundantes nos ambientes aquaticos sdo Cu, Cd, Ni,
Pb e Zn [2]. A caracteristica mais importante que
diferencia os metais de outros poluentes, além do fato
destes ndo serem biodegradaveis, é que o0 seu
potencial téxico é controlado por sua especiacdo, ou
seja, por suas formas ou espécies quimicas [5].

A maior parte da descarga antropogénica de
metais pesados no ambiente aquatico torna-se parte do

material em suspensdo nos rios, que atua como um
eficiente carreador [1-4]. Os sedimentos representam
0 dep6sito final de muitos contaminantes
transportados pelos rios aos oceanos, e desta forma
desempenham papel chave nos sistemas estuarinos
como fontes potencias e sumidouros dessas
substancias [2,5]. Ap6s a deposicdo em sedimentos,
mudancas nas condigdes redox freqlientemente
liberam (mobilizam) alguns metais pesados para a
agua intersticial dos sedimentos. Em sedimentos ricos
em matéria organica, processos diagenéticos
proporcionam a liberacéo de metais dissolvidos para a
agua intersticial, particularmente nas camadas
superficiais dos sedimentos [1,2,5].

A afinidade de metais pesados por substancias
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organicas é de grande importancia para a
compreensdo do comportamento dessas espécies no
ambiente aquatico, uma vez que a disponibilidade de
metais pesados é influenciada pela concentracdo da
matéria organica dissolvida. As substancias organicas
s8o capazes de complexar com metais e aumentar sua
solubilidade, alterar a distribuicdo entre as formas
oxidadas e reduzidas dos metais, alterar a toxicidade e
disponibilidade dos mesmos para 0S organismos
aquaticos, influenciando a extensdo da adsorcdo de
metais no material em suspensdo, e afetando a
estabilidade de espécies associadas a coldides [1,2,5].

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) é
uma técnica de cromatografia liquida baseada na
separacdo segundo o tamanho molecular, sendo
amplamente utilizada para processos de desalificacdo
preparatéria, purificacdo de tampdes, remocdo de
substancias radioativas de pequena massa molecular,
determinacdo da massa molecular de polimeros
naturais, entre outras aplicacoes [6,7].

A utilizacdo da GPC no estudo da interagdo de
contaminantes e fracdo da matéria orgénica possibilita
a avaliacdo da extensdo das associagOes entre os
metais e a matéria organica no ambiente, pois permite
a determinacdo simultdnea das concentragdes de
carbono organico e metais toxicos sob condigbes
muito préximas dos sistemas naturais [7]. Portanto, o
objetivo deste trabalho é investigar as interagGes dos
metais Cu, Zn e Pb com a fracdo da matéria organica
no sedimento utilizando a GPC.

2. MATERIAIS E METODOS
Area de Estudo

As amostras utilizadas foram provenientes da
zona estuarina da Lagoa dos Patos localizada na
cidade de Rio Grande, Rio Grande do Sul, RS -
Brasil. A regido é caracterizada por abrigar o distrito
industrial de Rio Grande, constituido de industrias de
fertilizantes, téxtil, extracdo e refino de éleo vegetal,
pescado, refinaria de petrdleo, conservas alimenticias,
moagem e beneficiamento de farinha, bem como
atividade portuaria. A cidade é responsavel pela
existéncia de varios pontos de descarga de efluentes
de natureza variada e sem tratamento para o estuario,
principalmente efluentes domésticos e industriais.

Visando a caracterizacdo da distribuicdo
natural dos complexos dos metais Cu, Zn e Pb com a
matéria organica dissolvida nos sedimentos, foram
utilizados quatro pontos de amostragem. Os pontos | e

Il estdo localizados no norte da laguna, enquanto que
os pontos Il e 1V estdo na regido sul (Figura 1). Os
pontos | e Il estdo localizados na saida do sistema
Guaiba, o qual é considerado como uma regido onde
se encontram geralmente menores niveis de poluicao
antropogénica. O ponto Ill estd situado na zona
estuarina, enquanto o ponto IV estd localizado em
uma enseada semi-fechada, denominada Saco do
Justino, caracterizando-se como um ambiente
protegido, utilizado como local de cultivo de peixes e
crustceos.

J

RIO GRANDE
DO SUL

Figura 1. Mapa de localiza¢do da &rea de estudo.

Coleta e Amostragem

As amostragens de sedimento de fundo foram
realizadas mediante o uso de testemunhadores do tipo
“Van Veen” e de “gravidade”. As amostras de
sedimento foram acondicionadas em sacos plasticos,
sem ar no interior destes, e mantidas resfriadas até a
realizacdo das andlises.

Tratamento das Amostras

A extracdo da &gua intersticial foi realizada
segundo metodologia utilizada por Mirlean et al. [8],
baseada na suspensdo do sedimento em agua
destilada, na proporcdo 1:4 (sedimento:agua), sob
agitacdo por um periodo de 30 minutos. As fases
solidas e liquida sdo separadas através de

Orbital: Electron. J. Chem. 5 (4): 225-232, 2013
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centrifugacdo. O sobrenadante é entdo filtrado e pré-
concentrado.

Métodos de Separacao e Analiticos

a) Gel Cromatografia

Segundo o modelo de FLODIN, para gel
cromatografia a distribuicdo liquido-gel depende de
efeitos estéricos. O gel, formado de particulas com
ligacbes cruzadas, ocupa um espaco grande e
intrincado ao qual somente tem acesso moléculas
pequenas, enquanto as moléculas maiores, cujo acesso
€ mais dificil, apresentam distribui¢do em favor do
liquido e tendem a eluir da coluna mais cedo que as
moléculas menores, sem considerar efeitos de
adsorcdo.

O gel utilizado neste trabalho foi o gel de
Dextrano (Sephadex), mais especificamente o
Sephadex G-25, indicado em procedimentos de
separacdo de substancias, sendo de facil manuseio e
apresentando poucos problemas. A coluna foi
calibrada utilizando-se solucGes de polietilenoglicol
com massa molecular variando de 400 até 3000g
mol. Os limites de incluséo (inferior) e de exclusdo
(livre) da coluna G-25, foram determinados
utilizando-se as solucdes de glicose e de Blue Dextran
2000, respectivamente, ambos com concentragdo de
2mg mlL. Estes limites determinam a zona de trabalho
da coluna, definida pela passagem de dois compostos,
um de baixa e outro de alta massa molecular.

Posteriormente a pré-concentragdo em gelo, as
amostras foram submetidas a cromatografia em gel.
No processo de separacdo na coluna foi utilizado um
volume de 5 mL de cada amostra e o volume das
aliquotas coletadas foi também de 5 mL. Foram
empregadas colunas de 25 cm por 1 cm didmetro. O
fluxo da coluna foi mantido em 1mL mint. A coluna
foi empacotada com uma suspensdo de gel em solucédo
salina (NacCl, 0,3% w/v) com um fluxo de 1 mL min-*
da fase mdvel. Apds o acondicionamento da coluna, a
partir de 200 mL de eluente a um fluxo de 1,5 mL
min?!, as solucdes padrdes foram eluidas
individualmente com 4gua bidestilada, (com
resistividade de 19 MQ-cm Barnstead Easy Pure
System®). Ao final da eluigdo, foi adicionado uma
solucdo de citrato de sddio (0,1 mol L%, 2,6 mS cm™)
para remover tragos de metais que podem ter sido
adsorvidos pelo gel. Neste ponto é importante
comentar que devido a pequena quantidade de

amostra obtida em cada ponto na época, ndo foi
possivel realizar as analises em triplicata, ou mesmo
duplicata.

b) Espectrofotometria de Absorgdo Atdmica

Os metais traco foram dosados nas aliquotas
segundo a técnica de Espectrofotometria de Absorcao
Atbmica. As determinagdes em chama foram
realizadas por aspiracdo das solucbes em chama de
ar/acetileno. Nas analises dos metais em forno grafite,
foram utilizadas lampadas de catodo oco. Foram
realizadas réplicas para cada amostra.

c¢) Espectrofotometria de UV/Vis:

As andlises de carbono organico foram
realizadas utilizando-se um espectrofotdmetro de
UVI/VIS. As medidas da absorcdo foram realizadas
em um comprimento de onda de 280 nm, segundo
recomendagdes de Chin et al. [9].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Calibracéo da Coluna G-25

A Figura 2 mostra as curvas de eluicdo de cada
composto padrdo utilizado na calibracdo da coluna. O
limite de inclusdo da coluna foi de 200 mL e o
volume de exclusdo ou volume livre (Vo) foi de
100mL.

Na Tabela 1, estdo os resultados da calibracéo
da coluna G-25 com as solugdes padrdo de glicose e
polietilenoglicol. Podemos perceber que o volume de
eluicdo (Ve) do padréo de polietilenoglicol de massa
molecular de 3000g mol* é idéntico ao Ve do
polietilenoglicol de massa molecular de 1500 g mol.
Este resultado indica que o limite de exclusdo desta
coluna G-25 esta entre 1500 e 3000 g mol .

Segundo Collins e Braga [6], para uma série de
compostos com moléculas de formas e densidades
similares, existe uma relagdo linear entre os valores de
Kav (constante de distribuicdo) e o logaritmo de suas
massas moleculares. Da mesma forma, podemos
verificar que, em um intervalo razoavel, existe uma
relacdo linear entre o volume de eluicdo (Ve) e o
logaritmo de suas massas moleculares (Log MM).
Através desta observacdo podemos construir uma
curva de calibracdo ou de seletividade para a coluna
G-25, utilizando a razdo entre o volume de eluicdo
(Ve) e o volume livre (V0), denominada de volume de

Orbital: Electron. J. Chem. 5 (4): 225-232, 2013
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eluicdo relativo (Ve/Vo), e relacionar este volume
relativo com o logaritmo dos pesos moleculares dos
padrdes (Log MM), como mostra a Figura 3. Para a
calibracdo da coluna, o valor de Vo foi de 100 mL

sendo as andlises realizadas em triplicata. A partir da
equacdo de correlacdo linear é possivel estimar o MM
das espécies organicas presentes nas amostras para
uma coluna especifica.

Tabela 1. Resultados de calibragdo da coluna G-25: Massa molecular (MM, Da), volume de eluicdo (Ve, mL) e

0 volume de eluicdo relativo (Ve/Vo)*.

Composto Padréo MM Log MM Ve Ve/Vo
Glicose 180 2,25 200 2,00
Polietilenoglicol 400 2,60 160 1,60
Polietilenoglicol 600 2,77 145 1,45
Polietilenoglicol 1000 3,00 125 1,25
Polietilenoglicol 1500 3,17 110 1,10
Polietilenoglicol 3000 3,47 110 1,10
*0s valores de Ve e Ve/Vo apresentados na tabela sdo referentes aos valores médios
3000 T T
—m— Poly1500
Poly1000 L 0.20
2500 ; \ —e— Poly600
\ Poly400
b —e— Glicose 016
2000 4 —e— BlueDextran .
. >
- o L 0.12 ~
© 1500 / \. o o
(o)) [ ] ° g
- = \ L0.08 3
1000 o / \ \ e =
\ ° " °
[ )
500 ¢ v \. \ L 0.04
\ \
/l O'. "= a3 %e.
0fman _ ®aa.lc  a20e". °e 1000
80 120 160 200 240

Figura 2. Curvas de elui¢io dos padrdes de calibragdo da coluna G-25 (A = 630 nm).

Volume de Elui¢c&o (mL)

T T T T T
3.2 " 11
. Regressao linear
Y=A+B*X
3.0 1
A= 4.24665
B=-1.01535
2.8 = -0.98757
=
=
o
9 2.6+
2.4
2.2
T T I I T !
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
VelVo

Figura 3. Reta de calibragdo da coluna G-25.
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Distribuicdo dos Metais Complexados com a
Matéria Organica

A analise dos pontos estudados foi realizada a
partir da distribuicdo dos metais comparativamente
com a distribui¢do do carbono orgénico dissolvido, e
a massa molecular da fragio organica. E importante
observar que em todos os pontos estudados o metal
predominante foi o Zn, enquanto que os demais
analisados, Cu e Pb, encontram-se abaixo do limite de
deteccdo. A distribuicdo do Zn em relacdo a fragdo de
matéria organica dissolvida, nos pontos amostrados, é
mostrada nas figuras 4-7.

Os menores valores relativos & concentracgdo de
Zn complexado com a fracdo da matéria organica
dissolvida foram observados na regido norte da
laguna, compostas pelos pontos | e Il. A avaliagcdo dos
pontos | e Il podem ser observados nas Figuras 4 e 5,
respectivamente. No ponto I, a concentragdo de Zn
variou de 4,88 a 24,47 ug L™, enquanto que no ponto
Il apresentaram valores entre 11,33 e 91,06 pg L.

Considerando o volume de eluicdo, ao invés
dos valores referentes a massa molecular das fracdes
organicas, foi tracada uma curva de tendéncia entre a
concentracdo de Zn e o volume de eluicdo das fracdes
organica. No ponto | foi observada uma relagdo
crescente entre ambos, apresentando um coeficiente
de regressdo linear de 0,867. A partir deste valor é
possivel afirmar que o Zn apresenta uma preferéncia
pelas fragBes organicas que apresentam valores
menores que 400 Da. E importante salientar que entre
todos os pontos analisados nesse estudo, o ponto | foi
0 Unico que apresentou uma correlacdo linear entre a
concentragdo de Zn e a massa molecular da matéria
organica. Embora o ponto Il seja localizado na mesma
regido, o mesmo comportamento ndo foi observado,
sendo que nesse ponto o Zn complexou
preferencialmente com as fragdes orgénicas de maior
massa molecular. Outras tentativas foram realizadas
para todos os pontos, no entanto ndo foi observada
nenhuma relacdo linear do carbono orgénico com a
massa molecular, ou mesmo entre a concentracdo de
Zn e o carbono organico
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Figura 4. Distribuicdo do Zn com a matéria organica dissolvida no ponto I.

Na regido sul do estuario da laguna foi
detectado os niveis mais elevados de Zn associado as
fracdes orgénicas. No ponto 1V, a maior concentragdo
determinada foi de 205,41 pg L7?, enquanto que o
menor valor foi de aproximadamente 22,78 pg L. E
importante ressaltar que o menor valor determinado
nesta regido é muito préximo dos valores maximos
detectados na regido norte. J& no ponto Il o valor
maximo e minimo foi de 39.26 e 5.82 ug L7,

respectivamente. As distin¢fes entre a regido norte e
sul ndo se limitam apenas aos niveis de Zn
complexados a matéria organica dissolvida. Uma das
diferengas € a absorbancia da matéria organica entre
ambas as regides. Calculando a relagcdo entre os
valores de absorbancia das duas regides, Asul/Anorte,
em cada uma das fragdes, o resultado pode apresentar
um valor minimo de 0,07 e atingindo um maximo de
80. Outro fator importante referente a diferenca entre
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estas duas regifes ¢ a massa molecular das fracdes
organicas e a interacdo com o Zn. A associacdo
preferencial do Zn, na parte norte da laguna, foi com a
fracdo que apresentaram massa molecular de até 1.4
kDa e com mais leves, de massa molecular de até 180
Da. Em contrapartida, na regido sul, no estuério da
laguna, o Zn além de associado a fracdo de massa
molecular de at¢é 1.4 kDa, apresentou-se
predominantemente em sua forma livre ou ndo
associada a matéria organica. Quando esta interagdo
ocorre com a fracdo de massa molecular abaixo de
180 Da é um forte indicativo de que as complexacGes
do ion metalico estdo ocorrendo principalmente com
acidos organicos simples [10]; como observado na
regido norte da laguna. No entanto, considerando o

método aplicado neste estudo, pesos moleculares
abaixo de 180 Da estariam fora do limite de inclusdo
da coluna.

Alguns estudos tém sugerido que a quantidade
total de Zn dissolvido é complexada por uma ou duas
classes de ligantes organicos nas aguas estuarinas, e
que essa fracdo complexada pode variar de 1 a 95%
[11,12]. Wells et al. [13] observou que na Baia de
Narragansett aproximadamente 90% de todo Zn livre
complexou com fragdes organicas menores que 1kDa.
No entanto, outros estudos tém demonstrado que 0 Zn
apresenta-se apenas dissolvido nas fragcbes mais
coloidais, com pesos moleculares acima de 10kDa
[14,15].
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Figura 05: Distribuicdo do Zn com a matéria organica dissolvida no ponto II.
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Figura 7: Distribuicdo do Zn com a matéria organica dissolvida no ponto 1V.

Skrabal et al. [10] comenta que a massa
molecular da fracdo organica e a interacdo do Zn
dissolvido com as fragbes mais coloidais varia entre
0s estuarios devido as distintas caracteristicas da
matéria organica de cada localidade, embora que
algumas dessas variagBes observadas possa ser
resultado dos diferentes métodos de fracionamento.
Vale ressaltar que a distribuicdo e comportamento
entre 0 Zn complexado e dissolvido ndo est4
necessariamente relacionado com a massa molecular
da matéria organica, ja que muitas vezes é possivel
gue a particdo entre outras fases (como o material
particulado) seja mais relevante [16]. Neste caso, 0 Zn
pode ser adsorvido ou incorporado em algumas fases
como os sulfetos, oxi-hidroxidos de ferro e manganés
ou a matéria organica que compde os sedimentos [17,
18]. A remocéo dessas fases pode ocorrer por meio de
degradacdo (no caso da matéria organica), oxidacdo
(sulfetos) ou reducdo (oxi-hidroxidos de ferro e
manganés). No caso da matéria organica dissolvida,
ela pode ser encontrada adsorvida ao oxi-hidréxidos
[10].

Estudos realizados na Lagoa dos Patos com
relagdo a influéncia da salinidade na liberacdo de
metais para a coluna d’agua, concluiram que a
maioria dos metais ¢ retirada da coluna d’agua em
regides da laguna apresentando baixa salinidade,
enquanto em regiGes que apresentam alta salinidade
essas espécies tendem a ser liberadas geralmente em
associacdo com processos de remineralizacdo da
matéria organica [19,20]. Baseado nestes resultados é
possivel afirmar que, devido a influéncia da
salinidade, a regido sul da laguna apresenta uma
tendéncia maior de liberar as espécies metalicas de
seus sedimentos. E provéavel que este efeito seja o

responsavel pelos niveis mais elevados de Zn na
regido sul do que na regido norte da laguna. Uma
possivel explicagdo para este fendmeno é que devido
0 aumento da salinidade, hd uma elevagdo nos niveis
de alguns cations (Na, K, Ca, Mg) que porventura
competem com o Zn pela adsorgao dos sitios ativos da
matéria organica [21]. Em alguns casos, o aumento da
salinidade pode vir a diminuir em até 20% a
quantidade de Zn complexada a matéria organica
sedimentar [21]. Em contrapartida, dependendo da
elevacéo nos niveis de salinidade, a mesma pode vir a
diminuir os efeitos toxicos de alguns metais no
estuario, como ja demonstrado em alguns trabalhos
[22]. Embora a toxicidade do Zn ndo seja tdo afetada
pela salinidade, em metais como o Pd esse efeito é
mais acentuado, o que é atribuido ao fato destes
metais complexarem com os ions de cloro [22].

Como previamente comentado, os niveis de Cu
e Pb ndo foram possiveis de serem determinados,
provavelmente devido a limitacGes da metodologia de
determinacdo aplicada. De acordo com alguns estudos
realizados em lagos e oceanos demonstraram que o
Cu é mais fortemente complexado com a matéria
organica, enquanto que a complexagdo do Zn
apresentou valores menores resultando em uma
grande concentracdo Zn fracamente ligado, ou mesmo
livre no meio [12,16,18]. Estas diferenga entre as
constantes de estabilidade para o Zn e Cu é
consistente com os valores determinados entre varios
ligantes quelantes como, por exemplo, o Acido
etilenodiamino  tetra-acético (EDTA), o é&cido
nitrilotriacético (NTA) e a cisteina (Bradl, 2004). No
entanto, € importante ressaltar que ha uma
divergéncia entre inimeros estudos quanto a ordem de
afinidade entre estes trés metais e a matéria organica.

Orbital: Electron. J. Chem. 5 (4): 225-232, 2013



232

Costa et al.

Full Paper

Enquanto que Millward e Liu [21] demonstraram a
maior afinidade do Zn em relagdo aos outros dois
metais (Zn > Pd > Cu), outros estudos observaram
diferentes valores: Cu > Pb > Zn [23,24]; Pb > Cu >
Zn [25]; Pb > Zn > Cu [4]. Estas diferengas entre 0s
niveis de afinidade sdo devidas principalmente as
diferentes caracteristicas de cada matéria organica
presente em cada localidade. Por fim, é possivel
assinalar trés importantes fatores que sdo
determinantes para estabelecer o nivel de afinidade de
cada elemento quimico em questdo: (i) a concentracdo
total do metal dissolvido, (ii) a concentracdo de
ligantes na matéria organica e sua respectiva afinidade
pelo metal em questédo e (iii) a constante de equilibrio
que determina a estabilidade dos complexos [2].

4. CONCLUSOES

Os resultados do estudo da interacdo entre o
metal toxico Zn e as fracbes da matéria orgénica
sedimentares da Lagoa dos Patos, mostraram que 0
metal se liga de forma diferenciada, mesmo quando
essa comparacdo € entre locais do mesmo sistema
flivio-estuarino. O Zn apresentou uma maior
associacdo com a fracdo da matéria organica de massa
molecular entre 180 Da a 1.4 kDa na regido norte da
Lagoa dos Patos. Em contrapartida, na parte sul, 0 Zn
além de associado & fracdo da matéria orgénica de
massa molecular até 1.4 kDa, apresentou também
predominéncia em sua forma livre ou ndo associada a
matéria organica. Os resultados indicam que,
possivelmente, devido a influéncia da salinidade, a
regido sul da laguna apresenta uma tendéncia maior
de liberar as espécies metalicas de seus sedimentos do
que a regido norte, onde ocorre a predominancia de
agua doce proveniente do sistema Guaiba. E provavel
assim que este efeito seja o responsavel pelos niveis
mais elevados de Zn na regido sul do que na regido
norte da laguna.
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