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RIO E O OCEANO
“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme
De medo.
Olha para tr ds, para toda a jornada, os cumes, as montanhas,
O longo caminho sinuoso atrav é s das florestas, atrav é s dos
Povoados, e vé a sua frente um oceano tao vasto que entrar
Nele nada mais é do que desaparecer para sempre.

Mas nao ha outra maneira. O rio ndo pode voltar.
Ningu é m pode voltar. Voltar é imposs i vel na exist € ncia. Voc &
Pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.

E somente quando ele entra no oceano é que o medo
Desaparece.

Porque apenas entdo o rio saber @ que nao se trata de
Desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano.

Por um lado, é desaparecimento e por outro lado é
Renascimento.

Assim somos n 0s.

S 6 podemos ir em frente e arriscar.

Coragem!! Avance firme e torne-se Oceano! ”

Osho



A minha avo e Tia Maria
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RESUMO GERAL

O Ferro é um micronutriente essencial para o fitoplancton, presente em pequenas concentragdes
no meio marinho, apesar que, em zonas costeiras como a Plataforma Continental Sul Brasileira possa
ser encontrado em concentrac8es mais elevadas. Sua biodisponibilidade e solubilidade na agua do mar
dependem principalmente da sua complexacéo por moléculas organicas. Deste modo, muitos estudos
tém sido desenvolvidos e relacionados a especiacdo organica deste elemento. Para tanto, tem se
buscado o aprimoramento e a implementagdo de métodos mais eficientes para a especiacio organica
desse elemento. Conhecendo a escassez de trabalhos relacionados a especiagao orgéanica de ferro na
costa brasileira, principalmente na regido sul, onde existe altas concentragdes deste elemento. Este
estudo tem como objetivo avaliar a especiagéo organica do ferro dissolvido na Plataforma Continental
do Sul do Brasil (PCSB). Para isso, esse estudo foi divido em dois capitulos: o primeiro, descreve a
adaptacdo do meétodo voltamétrico para a especiagdo organica de ferro (CLE-AdCSV) usando
salicilaldoxima (SA) e a segunda parte deste trabalho foi feita a aplicagdo do método nas amostras
oriundas da PCSB. No primeiro capitulo foram adaptados dois métodos: um para determinagéo do ferro
e outro para especiacdo orgéanica, além disso foram feitos estudos de estabilidade e intensidade do
sinal analitico. Para garantir a repetibilidade, foi implementado um purga de ar filtrado acoplado a um
sistema de vacuo na célula voltamétrica, a temperatura, o pH e o condicionamento da mesma também
foram otimizados.Foram avaliados o potencial de deposicdo e a concentragdo de SA, tendo sido
observado a melhor concentracdo 25uM de SA e 0 V como o melhor potencial de deposicdo. Dessa
forma, para a analise de especia¢do organica de ferro algumas adaptacfes do método (CLE-AdACSV)
foram feitas, dentre elas, a velocidade de varredura e o tempo de equilibrio entre os ligantes naturais e
a SA. Desse modo, adquiriu-se dois métodos nesse capitulo, sendo ambos validados usando um
material certificado, obtendo-se limites de quantificacdo (LQ) para a determinacdo de Fe total e
especiacao de 1,06 nM e 1,43 nM, respectivamente. A partir da confiabilidade de ambos métodos foi
possivel investigar a biogeoquimica do ferro, em relagdo a especia¢gdes orgéanica, na regido escolhida
como local de coleta de amostras. Assim, no segundo capitulo é descrito as regibes amostrais, uma
localizada em frente ao Farol do Albard&o e outra na regido do Cabo Santa Marta, entre 32°S e 28,5°S,
respectivamente. A bordo do Navio Oceanografico Atlantico Sul foram coletadas amostras de agua
durante o verdo e inverno de 2015 no transecto do Albarddo e durante o inverno de 2015 em Santa
Marta. Em ambas as localidades, as amostras de agua foram com garrafas Go-Flo (coletadas superficie
e fundo) no verdo e um sistema do tipo “fish” (somente superficie) no inverno. Foram analisados
nutrientes inorgénicos dissolvidos (nitrato, silicato e fosfato) e perfis verticais de temperatura e
salinidade, obtidos utilizando um CTD. As maiores concentracdes de ferro dissolvido (FeD) foram
verificadas na pluma do Rio da Prata em ambos transectos. As concentracdes de FeD e todos os
nutrientes analisados foram menores nas massas de agua mais oligotréficas, tais como, Agua Tropical
(AT) e Agua Subtropical de Plataforma, com excecdo do nitrato em Santa Marta. Essa anomalia
também foi observada na presenca de ligantes organicos na mesma regido, associada a produgdo
biolégica. Como esperado, foram encontradas baixas concentracdes de ferro livre, Fe*3, ndo chegando

a 1% do FeD na amostra. Além disso, foram verificadas altas capacidades de complexacao (L), e



excesso de ligantes (eL) em todos os transectos, superando os valores de ferro dissolvido encontrados.
Os valores da constante de estabilidade apresentado em todos os periodos amostrados variaram entre
12,32 — 8,97 o que indica até trés classes de ligantes. Os resultados destes transectos foram
comparados com outras localidades do mundo, mostrando semelhanca com regides ricas em acidos
hdmicos, regides de descarga fluviais e altas produgfes bioldgicas. As altas concentragfes de FeD
sobre a plataforma podem influenciar a formacéo de ligantes, gerando alta capacidade de complexacao
ao longo de todos os transectos, mantendo o ferro sollvel na coluna d’agua e, consequentemente,
tornando-o biodisponivel. Assim acredita-se que a acdo de correntes oceanicas pode atuar na
distribuicdo deste elemento, em sua forma sollvel, para o oceano adjacente o que promoveria a
fertilizag&@o de locais mais afastados da costa.

Palavras chaves: ligantes, constantes de estabilidade, especiacdo de ferro, plataforma brasileira



ABSTRACT

Iron is an micronutrient for phytoplankton, its concentration is small in the marine environment,
although, in coastal areas like the Southern Brazilian Continental Shelf it can be found in higher
concentrations. Its bioavailability and solubility in seawater depends on mainly your complexation by
organic molecules. In this way, many studies have been developed and related to organic speciation of
this element. To this end, has sought the improvement and the implementation of more efficient methods
for organic speciation of this element. Knowing the shortage of organic speciation-related jobs in the
Brazilian coast, mainly in the South, where there are high concentrations of the element. This study aims
to evaluate the organic speciation of dissolved iron in the Continental Shelf of southern Brazil (PCSB).
To this end, this study was divided into two chapters: the first describes the adaptation of two
voltammetrics methods CLE-AdCSV using salicylaldoxime (SA) and the second presents organic
speciation of iron in PCSB. In the first chapter were adapted two methods: one for determination of iron
and another for organic speciation. In this chapter, the results guaranteed two factors signal stability and
signal strength. For repeatability: was implemented one plus purge system of filtered air and a vacuum
system in cell, temperature, pH and conditioning of this were also adaptations necessary for the stability
of the signal. For a better intensity were tests of potential deposition and concentration of SA, having
been observed better concentrating 25uM de SA and 0 V as the best potential for deposition. That way
in the analysis of organic speciation adaptations were also needed, including the scanning speed and
time of balance between the natural ligands and the SA. Thereby acquired two methods in this chapter,
both being validated using a material certificate, obtaining low limits of quantification (LQ) .1.06 nM for
the determination of Fe and 1.43 nM for speciation. The best method was used for determining LQ.
From the reliability of both methods it was possible to investigate the Biogeochemistry of iron in relation
to organic speciation in the region chosen as site of specimen collection. Thus, in chapter two described
that there were two sampling campaigns in two regions, one located in front of the Albard@o and another
lighthouse in the Cape Santa Marta, between 32° S and 28.5° S. On board the ship South Atlantic
Oceanographic water samples were collected during the summer and winter of 2015 in transect of the
Albardao and during the winter of 2015 in Santa Marta. In both localities, water samples were sampled
with Go-Flo bottles (collected surface and bottom) in the summer and a system of type "fish" (surface)
in the winter. Under such samples were analyzed the dissolved inorganic nutrients (nitrate, phosphate
and silicate) and vertical profiles of temperature and salinity, obtained using a CTD. The largest
concentrations of dissolved iron (dFe) were observed in the plume of the Rio de la Plata in both
transects. The dFe and all the nutrients analyzed were lower in more oligotrophic water masses, Tropical
Water (WT) and Subtropical Shelf Water (SSW), except for nitrate in Santa Marta. This anomaly was
also observed in the presence of organic ligands in the same region, associated with organic production.
The largest concentrations of dissolved iron (EDF) were observed in the plume of the La Plat River in
both transects. As expected, were found low concentrations of free iron, Fe* 3, not reaching 1% of the
dFe. In addition, verified high complexation capacities (L), and excess ligand (eL) on all transects,
exceeding the values of dissolved iron found. The stability constant values, presented in all periods

sampled ranged from 12.32-8.97 indicating up to three classes of ligands. The results of these transects



were compared with other places in the world showing similarity to regions rich in humic acids, river
discharge and high regions organic production. The high concentrations of dFe on the shelf can
influence the formation of ligand, generating high complexation capacity along all transects, keeping the
iron soluble in the water column and, consequently the making it bioavailable. Thus, it is believed that
the action of ocean currents can act in the distribution of this element in your form soluble, adjacent to
the ocean which would promote fertilization of these sites further away from the coast.

Keywords: ligand, stability constant, shelf, iron, organic speciation



1. INTRODUGCAO GERAL

Estudos relacionados a quimica do ferro no oceano tém recebido atengéo nas
tltimas décadas (Aldrich e van den Berg, 1998; Liu e Millero, 2002), primeiramente
devido a sua importancia como um dos micronutrientes mais importantes para 0s
organismos autotréficos, assim como sendo um elemento chave para processos
biogeoquimicos no meio marinho (Rue e Bruland, 1995). Servindo como ligante de
proteinas, o ferro, age como eletromediador para inUmeros processos metabalicos,
como por exemplo, assimilacéo de nitrogénio, fixacdo de N2, fotossintese e transporte
de elétrons na respirac@o e remoc¢ao de espécies ativas de oxigénio (Rijkenberg et al.,
2014).

Além disso, o ferro é considerado um elemento importante na biogeoquimica
global, ja que este elemento ja foi relacionado com periodos de glaciacdo e mudancas
de CO2 atmosférico (Martin, Gordon e Fitzwater, 1990), tornando-o um dos elementos
de maior interesse atualmente em estudos climatolégicos (Behrenfeld e Kolber, 1999).

Durante muitos anos este elemento nédo pdde ser analisado, embora houvesse
um forte interesse cientifico sobre ele. Isso porque, embora possa ser encontrado em
grandes concentra¢gdes na crosta terrestre, em meio marinho, o ferro encontra-se em
concentracbes muito pequenas, devido a sua baixa solubilidade, ja que a sua forma
estavel Fe (lll) é a menos soluvel (Liu e Millero, 2002), tornando-o um elemento
desafiador em termos analiticos.

Mesmo em pequenas concentragdes, na ordem de <0,2nM na superficie e ~1
nM em aguas profundas oceénicas (Liu e Millero, 2002), este elemento pode ser
encontrado em maiores concentracbes préximo a suas fontes, tais como, poeira
atmosférica (Jickells, 2007), aportes fluviais (Rijkenberg et al., 2014), remobilizacao
sedimentar e inputs provenientes de fontes hidrotermais em regides profundas
(Sander e Koschinsky, 2011). Em aguas costeiras, descargas de aguas subterraneas
também podem ser consideradas fonte desse elemento (Windom et al., 2006).

O ferro pode existir em dois estados de oxidagao Fe(ll) e Fe(lll) e ocorrer livre
ou complexado por ligantes organicos e inorganicos. A sua solubilidade esta
relacionada principalmente pelo estado de oxidagao (Liu e Millero, 2002). Na coluna
de agua esse elemento encontra-se, geralmente, inversamente proporcional a

presenca de oxigénio, nessa regido no perfil vertical existe maior presenca de Fe(ll)
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espécie mais soluvel de ferro dissolvido, todavia essa fracao € insignificante perante
a presenca de Fe(lll) forma mais comum e menor sollvel de ferro nos oceanos (Turner
e Hunter, 2001).

Neste contexto, locais com altas concentragcdes de nitrato ou de fosfato, como
regides sub Antarticas, Antartica e Pacifico Equatorial ttm em comum a presenca de
baixas concentracdes desse elemento e taxas de producéo primaria reduzidas, sendo
o ferro um fator limitante para o crescimento do fitoplancton (Boye et al., 2001; Hirose,
2006). Estas areas sao chamadas HNLC, regibes com altas concentracbes de
nutrientes e baixa clorofila, no inglés high-nutrient low chlorophyl (Martin, 1992).

A maior parte (90~99 %) do ferro dissolvido na &gua do mar encontra-se ligado
a moléculas organicas (Gerringa et al., 2015; Gledhill e van den Berg, 1994), de
maneira que ja foi afirmado que a formacdo de complexos organicos desse elemento
o torna mais soluvel e, por consequéncia, pode aumentar o seu tempo de residéncia
na coluna d’agua (Abualhaija e van den Berg, 2014) retardando os processos de
remocao por precipitacdo e scavenging (Gerringa et al., 2014). Assim muitos
pesquisadores passaram a se interessar por essa forma de ferro, ou seja, pela
especiacao organica de ferro dissolvido.

A compreensdo da especiacdo quimica e das reacbes envolvidas nas
transformacdes das espécies € um fator importante para elucidar a sua solubilidade
e, consequentemente, sua disponibilidade, quando em presenca de excesso de
ligantes, ou seja, permite estabelecer a interacdo entre o ciclo geoquimico e a
biodisponibilidade de ions metalicos em sistemas aquéticos naturais (van den Berg,
1984).Sendo assim, a especiacao organica do ferro dissolvido em agua costeira € de
extrema importancia, tal qual a quimica deste elemento dominada por hidrélise
continua, como também por processos redox de transformagéo (Batchelli et al., 2010).

Neste contexto, ao longo das ultimas décadas foram estudadas inumeras
formas de caracterizar as espécies quimicas do ferro, utilizando técnicas analiticas
distintas como, absorcdo de resinas hidrofébicas, cromatografia liquida, resinas de
trocas ibnicas, técnicas de fluorescéncia, amperimetros e técnicas de voltametria.
Dentre estas técnicas, a voltametria possui uma grande vantagem que € o0 minimo
manuseio da amostras (Gledhill e van den Berg, 1994), possibilitando uma menor
contaminagdo, visto que andlise de ferro em aguas oceénicas é uma das mais

desafiadoras (Turner e Hunter, 2001).
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Ao longo dos ultimos anos, muito trabalhos foram publicados visando a
melhoria da andlise de especiacado desse elemento (Abualhaija e van den Berg, 2014;
van den Berg, 2006; Buck et al., 2012a; Croot e Johansson, 2000; Gledhill e van den
Berg, 1994; Rue e Bruland, 1995), de maneira que, cada vez mais tém se buscado
uma maior eficiéncia no que diz respeito a confiabilidade da coleta e da analise.
Considerando a importancia que o ferro tem no meio marinho é necessario avangar
nas técnicas para avaliar apropriadamente o comportamento deste elemento,
principalmente associado a complexos organicos em aguas costeiras.

Em relagdo a aplicabilidade desses métodos no Oceano Atlantico Sul séo
encontrados somente quatro trabalhos, dois em regido offshore e dois em zona
costeira: referentes ao ferro. Gerringa et al. (2015) trabalham diretamente com a
especiacao organica do ferro, enquanto que Rijkenberg et al. (2014) descrevem a
determinacao de ferro total em um transecto a oeste do Atlantico a 1000 km da costa
brasileira .

Em regifes costeiras também no Oceano Atlantico Sul, foram encontrados na
literatura somente dois estudos relacionados a quantificacado de ferro. Windom et al.
(2006) relacionam a influéncia de descarga de agua subterranea (DAS) na costa do
extremo sul do Brasil como fonte de ferro para a plataforma continental e,
posteriormente, Niencheski et al. (2014) associaram 0s processos de transporte,
distribuicdo e fontes de nutrientes, elementos tracos (incluindo ferro) e alguns
tracadores de DAS para a mesma regiéo.

Embora ambos os trabalhos tenham sido direcionados a caracterizacao de
fontes e distribuicdo de ferro na agua costeira da referida regido, nenhum deles
abordou a especiacdo organica do ferro. Sendo assim, ndo foi elucidado até o
presente momento nenhum aspecto relacionado tanto a capacidade de complexacgéo
desse elemento no meio costeiro, como ao tipo de classe em que esses complexos
podem estar presentes.

O ferro dissolvido € um elemento geralmente encontrado na forma de
complexos organicos (Turner e Hunter, 2001). Entretanto, ha pouco estudo sobre o
ferro na regido Sudoeste do Atlantico Sul. A auséncia de trabalhos relacionados aos
complexos organicos de ferro em meio oceanico desta regido se da em funcédo da

elevada complexidade analitica inerente a andlise, assim como a dificuldade de coleta
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dessas amostras, tendo sido o0s primeiros cruzeiros a obterem amostras
adequadamente coletadas realizados a partir de 2015 (INCT-COI).

Neste contexto, este trabalho avaliou pela primeira vez a capacidade de
complexacao de ferro e a sua constante de estabilidade na Plataforma Continental Sul
Brasileira, a partir da adaptacdo de métodos voltamétricos usando salicilaldoxima e
da aplicacdo dos mesmos em amostras obtidas em 2 cruzeiros.

Assim, este trabalho encontra-se subdividido em 3 partes, sendo:

(1) Referencial tedrico, na qual estdo descritos os métodos usando diferentes
ligantes artificias ja descritos na literatura, os modelos quimicos em que sdo baseados
os célculos para especiacao orgéanica (linearizacdo de Ruzic/ van den Berg; isoterma
de Langmuir e linearizacdo de Scatchard), e, assim como, qual a relacdo entre
especiacao organica, seus ligantes, com a biota;

(2) A segunda parte deste trabalho encontra-se o primeiro capitulo denominado:
Adaptacdo de dois métodos voltamétricos usando salicilaldoxima para especiacédo
organica do Ferro. Neste capitulo foram descritas adaptacbes necessarias para
analises de ferro em aguas costeiras.

(3) A ultima parte, o segundo capitulo, refere-se a aplicacdo do método descrito
na capitulo anterior, denominado: Especiacdo organica do Ferro na Plataforma
Continental do sul do Brasil. Nesse capitulo foram apresentados resultados que
abordam trés transectos em dois periodos do ano de 2015, no Cabo de Santa Marta
e Albardao, neles foram investigados a presenca de ligantes e suas constantes de
estabilidade condicional em relagédo a condicbes oceanografica daquela regido.

2. REFERENCIAL TEORICO

A hipétese de que o ferro poderia estar complexado por moléculas organicas foi
levantada em 1935 por Thompson e Bremner (1935). Nesse periodo, a comunidade
cientifica buscava entender por que 0s micronutrientes nitrogénio e fésforo ndo eram
totalmente esgotados na superficie de algumas regides do oceano, mesmo estando
em concentragdes aptas a producéo de fitoplancton.

Em 1990 Martin (1990), levantou a hipotese conhecida como hipotese do Ferro,
que relacionava periodos de glaciacdo e deglaciacdo, com presenca de CO:
atmosférico e auséncia de limitacdo do ferro nos oceanos. No entanto, somente em

meados dos anos noventa a hipotese de que o Fe poderia estar complexado por
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moléculas organicas foi comprovada, em consequéncia de problemas analiticos que
eram vivenciados até o momento. O método era baseado em uma titulacdo por dois
estagios: a amostra era separada em inumeras aliquotas, no primeiro estagio era
adicionado uma solucéo padréo de ferro com concentracdes diferentes em cada uma
dessas aliquotas, permitindo um tempo de equilibrio entre os ligantes naturais e a
solugdo padrédo. Em seguida era adicionada uma solucdo de ligante artificial, com
concentracdo fixada, e esta permanecia mais um periodo em equilibrio, para que
houvesse uma competicdo entre os ligantes presentes. Por fim, cada uma das

aliquotas era analisada por voltametria (Fig. 1).

Analise por
Adicao de solugio Adigao de Ligante voltametria

padrao de Fe artificial
_I]Jl

ic> 80388388 _, 08850080
30860000~ a000qq00 =

Figura 1. Esquema demonstrativo de preparo do método de especiac¢édo organica.

Separagido
da amostra

O primeiro método empregado para a especiacao organica do ferro foi descrito
por Gledhill e van den Berg (1994), no Estreito de Menai, no Pais de Gales,
encontrando 99% do ferro dissolvido complexado por ligantes organicos. Sendo essa
a primeira metodologia criada, na qual utilizou NN (1-nitroso-2- naphthol) como ligante
artificial (LA). Nesse trabalho foi usado o modelo quimico baseado na linearizacao de
Ruzic/van den Berg (van Den Berg, 1982; Ruzi¢, 1982). Os valores de ligantes naturais
(L) da amostra e constante de estabilidade condicional (K'rel) séo resultado final desse
modelo quimico.

Outra metodologia desenvolvida por Rue e Bruland (1995), um ano depois e
empregando salicilaldoxima (SA) como ligante artificial, encontrou 96% do ferro na
forma complexada por ligantes organicos para a regiao central do Norte do Pacifico.
Os modelos de calculos empregados por nesse artigo utilizavam a linearizacao de
Scatchard (Scatchard, 1949).

Em 2000, Croot e Johansson, descreveram um método proprio para ser

empregado com um novo tipo de ligante chamado de TAC (2- (2-tiazolilazo) -4-



16

metilfenol) utilizando para os célculos das constantes de estabilidade e capacidade de
complexacao (L) a funcéo ndo linear de Langmuir (Sposito, 1982), ja empregada para
0 Cobre (Campos e van den Berg, 1994). Por fim, em meados de 2006, van den Berg
desenvolveu um método que empregava um ligante distinto para especiacao organica
do ferro, a 2,3-Dihidroxinaftaleno (DHN).

Esses métodos abriram caminho para analises de aproximadamente 20 mil
amostras de bacias oceanicas ao longo de 25 anos, definindo a constante de
estabilidade condicional (K'reL’ Ou KreL’) € capacidade de complexagéo (L) (Caprara et
al.,, 2016). Tais estudos, identificavam o ligante mais forte de cada amostra
denominado L1, e os demais ligantes eram denominados de: Lz, L3, L4, ..., embora n&o
existisse consenso para os valores de cada constante de estabilidade dos ligantes
para uma comparacao entre os estudos. Pensando nisso, Gledhill e Buck(2012)
propuseram classificar como Li para K're> 12, L2 para K'rel 11-12 e K'rer<1l. Os
resultados gerados de L e K'rel eram baseados nos modelos de linearizagéo de

Ruzic/van den Berg e Scatchard e a funcao nao linear Langmuir, descritos a seguir.

2.1. Teoria dos célculos

A complexacdo organica de ferro dissolvido depende da concentracdo de
ligantes na coluna d'agua, capacidade de complexacao de Fe (Lx) e sua constante de
estabilidade condicional associado ( K’y ou Kg.r,), Sendo ambos medidos na agua
do mar usando a técnica eletroanalitica CLE-AdCSV (Gledhill, e Buck, 2012).

A teoria por tras dessa técnica é baseada no balanco de massa do ferro na agua

do mar, por meio da formula:

[Fer] = [Fe'] + [FeL,] Eq. 1

Onde Fe’ representa a soma de todas as formas inorgéanicas de ferro labil,
sendo predominantemente Fe (OH)x®®*. FelLxrepresentam o Fe ligado a compostos
organicos. A especiacao de Fe(ll) ndo foi considerada, visto que em longos periodos
de equilibrio deve ocorrer oxidacdo dessas formas de ferro que ainda estejam
presentes nessa solucdo. Reacdes entre uma classe de ligantes naturais e Fe

inorganicos podem ser expressos da seguinte forma (Eq. 2):
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Fe'+ L o Fel Eq. 2

Onde L’ é fornecido quando os complexos de Fe ndo estdo aptos para ligar com

Fe(lll). Entdo, a expresséo de equilibrio € fornecida pela Eqg. 3:

’ [FeL]

= — Eq.
Fel = ([Fer (L)) a.3

Onde K'r,,, € a constante condicional com seu respectivo Fe’ em condi¢es
especificas de pH (nesse caso 8,2). Alguns autores usam a constante de estabilidade
condicional incluindo a complexac¢éo inorganica do Fe, também chamada Fe'. Essa
constante é denominada K’rer, para converter K'reL para K'reL (a2 constante de
estabilidade para FeL com relacédo ao Fe*3, considerado livre), usa-se um coeficiente
de atividade: aFe' = [Fe']/[Fe*3], que pode ser usado

Quando ocorre a adicao do ligante artificial (LA), nesse caso a salicilaldoxima

SA, esta nova condicéo de equilibrio quimico é restabelecida entre o LA e os ligantes

naturais com o ferro, dando origem a um novo balanc¢o de massa (Eg. 4):
[Fer] = [Fe'] + [FeL,] + [Fe(SA)] + [Fe(SA),]  coveeeeeeeeeen Eq. 4

Neste caso o Fer é fornecido pelo somatdrio das espécies: Fe’' representam o
somatorio de todas as formas de ferro inorganico, FelLx o ferro complexado com
ligantes organicos naturais e Fe(SA) e Fe(SA)2sao as formas de ferro complexado de
Fe e salicilaldoxima.

A complexacgao de Fe’ pela SA pode ser descrita pela Eq. 5:

B __ [Fe(S4),] ’ __ [FesA]
Fe(sa), ~ [Fe'][sAJ? Fesa ~ [Fe'|[sA]

O coeficiente de deslocamento da reacédo para Fe(SA)2e FeSA em relagédo a Fe’,

€ estabelecido pela Eq. 6:

[Fe(SA)z] | [FeSA]
aFe’(SA)z + Apeisa = [Fiel]z + ﬁ = ﬁ’Fe(SA)z [SA’]Z + K,FESA[SA]I ................... Eq 6
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A sensibilidade (S), € dada pela relagdo entre a corrente, em nA, e a
concentracédo de FeSA ou Feiabil:

i
S=—2=F Eq. 7
[Fepapill q

A sensibilidade (S), determinada pela titulacdo, é fornecida pela relacao entre
intensidade de corrente e concentracéo. Neste caso, adicdes de Fe séo realizadas na
amostra e, para cada adicdo, € fornecido um valor de corrente (ip). A medida da
inclinacdo da reta é encontrada ao final dessa titulagdo, quando os ligantes naturais
nao estdo mais competindo com SA. Segundo (Croot e Johansson, 2000), os valores
de S de aguas oceanicas sdo geralmente os mesmos obtidos por adicdo de padrao
de ferro em amostras irradiadas por UV. Entretanto, amostras costeiras como as deste
trabalho, S pode ser inferior a 50% do valor obtido na determinacédo de Fe total, por
isso o valor de S é determinado para cada uma das titulagdes (Croot e Johansson,
2000).

A relacdo entre S e [Fe’] é fornecida pela Eq. 8:

Onde Fe’ é dado pela a corrente ip dividido pelo somatério de a vezes a
sensibilidade. A titulacdo acontece usando a técnica CLE-AdCSV, na qual uma fracéo
de ferro é complexada por SA, com 0 aumento quantitativo da concentracédo de Fe
(spike da amostra), obtendo-se diferentes concentracdes. Essa fracdo esta
relacionada com o coeficiente do deslocamento da reacéo fornecida pela relacéo a
seguir (Eq. 9), ambos relacionado com Fe’:

[Fe(SA),][Fe(SA)] B',[SAI2+K' 542 _ Ao (SA) TAp,I1SA

[Fer] 1+) KliLi+[>”2[SA]2+K’SA2 1+ Ao+ap 1(SA)y TAplSA

Onde K'; é a constante de estabilidade, Lié a concentragdo de ligantes naturais,
a, € o coeficiente de ligantes naturais, B',[SA]* e K's4, € 0 coeficiente de reacéo dos

complexos de SA, que sédo determinados apds estabelecido o equilibrio quimico, como

ja demonstrado por modelos de ligantes como EDTA ou DTPA. Os valores
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empregados neste trabalho foram baseados no ultimo modelo publicado por
Abualhaija e van den Berg(2014), sabendo que SA forma dois complexos, FeSA e
FeSA2, e que ambas as formas séo responsaveis pela formagdo do pico do ferro,
formados por dois coeficientes de deslocamentos de SA, onde Logﬁ’z[SA]2 =

10,2 e Log K's4, = 6,53,. Ambos os coeficientes sdo calculados através das seguintes
equacoes.

Kposac K'saz XISAL veomeeomeeoiieeeoeeeeeeeeseeeeeeee s Eq. 10
A K1 ] K7 ) OO Eq. 11

Através de todas as equacfes descritas acima e principalmente na equacéo do
equilibrio de massa modificado da Eq2 para a Eq. 3 € possivel descrever os trés
modelos anteriormente apresentados nos trabalhos de linearizacdo de Ruzic/van den
Berg, linearizacdo de Scatchard e o modelo n&o linear de Langmuir.

Este estudo empregou um programa denominado ProMCC capaz de analisar de
forma simultanea e grafica os trés modelos, como descrito no artigo de Omanovic,

Garnier e Pizeta (2014) (Figura 2). Estes modelos séo baseados na Eq. 2.
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Figura 2. Represencéo grafica da curva de titulacao e seus respectivos modelos. A) Curva de

titulacdo. B) Modelo da isoterma de Langmuir. C) Modelo de Ruzic/ van den Berg. D) Modelo de
Scatchard.
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A insercdo de mais um ligante modifica a constante de estabilidade, de maneira
gue os ligantes antes ndo complexados (L’), tornam-se complexados pela insercéo da
solucéo padrao de Ferro(lll), inserido na etapa de titulacdo. Assim os termos de L’ da

Eq. 3 sdo substituidos pelos da equacao abaixo (Eq. 11):

L=FelL+L Eq. 12

Onde L séao os ligantes naturais totais, FeL o ferro complexado e L’ os ligantes
ndo complexados por Fe*? (forma livre na solucao).
O modelo linear de Ruzic/ van den Berg (Figura 1C), baseado na equacéo 3 e

equacdao 11, pode ser descrito da seguinte forma (Eg. 12):

Fepapi [Fepapitl ApetApesAtAFesan
[Fewspitl __ [Feupit 4 JFe*@Fes es Eq. 13

[FeL] L KrpelL

Onde Feiani € calculado segundo a equacao 7 (Fel = ip/S), o valor de L sera o
inverso da inclinagéo da reta e FeL s&o os valores encontrados de Fe-SA. Os valores
de K'reL s80 referentes a intercepc¢ao da reta dividido pela inclinacéo da reta.

Outro modelo linear que também é baseado nas equacfes 3 e 11 € o modelo

Scatchard (Figura 1D), apresentado na equacao 14:

[FeL]
[Ferspill

= —K’Fel[Fel] + K’FelL Eq 14

A distin¢do entre um e outro modelo € o emprego de valores diferentes para x e
y nessa situacdo. Ruzic/ van den Berg ( van Den Berg, 1982; Ruzi¢, 1982) emprega
y= [Feunil/Fel], ja para o modelo de Scatchard (Scatchard, 1949), a razao passa a ser
o inverso onde x = [FeL] representa o valor medido durante a titulag&o.

Dentre estes modelos, o Unico ndo linear apresenta a isoterma de Langmuir para

a especiacao organica de Fe (Eq. 15). Este também é baseado nas equacgbes 4 e 12.

Kipey L[Fer]
14+K/!pe Fel]

[Fel] = Eq. 15
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Onde Fel corresponde ao valor medido de Fe-SA. O Fe’pode ser calculado pela

equacao 7 e os demais valores séo retirados do gréafico criado pelo modelo baseado
na isoterma de Langmuir (Figura 2B).

Também, é possivel quantificar a presenca de Fe*3, considerado livre, através
da equacao 16, dada por:

Fert =1l Eq. 16

A partir desses calculos é possivel quantificar a capacidade de complexacao (L)
e qualificar quanto a constante de estabilidade de seus ligantes (K'reL). Através destas
equacdes é possivel compreender se o ferro encontra-se ligado de forma estavel com
ligantes fortes ou fracos, indicando a solubilidade e consequentemente a sua

biodisponibilidade.

2.2. Ligantes ja identificados e sua relacdo com a biota

Na especiacdo organica do ferro através método CLE-AdCSV é geralmente
encontrado somente uma classe de ligantes, denominada de Li, que também
corresponde a classe mais forte, principalmente em bacias oceanicas (Caprara et al.,
2016). Dentre os ligantes mais fortes, encontram-se os sideréforos, com constantes
de estabilidade superior a K’re>12. Estes geralmente sdo encontrados em regides
superficiais da coluna d'agua (van den Berg, 1995; Rue e Bruland, 1995).

Sideroforos sdo quelantes criados por cianobactérias e bactérias, possuindo
baixa massa molar (500 — 1000 Da), quando comparado ao EDTA (292 KDa), por
exemplo. As bactérias liberam o ligante, que absorve o Fe inorganico criando quelatos
de Fe-sideroforo. Estes podem ser quebrados por foto reducéo, liberando Fe(ll), mais
biodisponivel (Neilands, 1981). Existem duas grandes classes de sideroforos
(hidroxamato e catecol) produzidos por bactérias. Atualmente, sao reconhecidas cerca
de 30 espécies de bactérias marinhas capazes de produzi-lo, além de algumas
espécies de cianobactérias (Turner e Hunter, 2001).

Ao todo foram identificados 13 sideroforos em ambientes marinhos (Gledhill et
al., 2004; Mawiji et al., 2008; Velasquez et al., 2011). Sdo encontrados em grandes

guantidades somente em locais em que existe alta concentragcdo de carbono e
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limitacdo de ferro (Mawiji et al., 2008). Devido a suas caracteristicas fotoquimicas,
acredita-se que esse ligante seja facilmente biodegradado, apesar de ser mais estavel
gue os demais ligantes naturais como os acidos humicos, falvicos, sacarideos, etc.
(Barbeau et al., 2001).

Os ligantes fracos podem ter sua origem a partir de duas fontes: a continental
(deségue de rios e estuarios) e através da producao bioldgica. Dentre os ligantes de
origem continental destacam-se as substancias humicas, produtos da degradacéo
material terrestre e também matéria organica marinha, encontradas geralmente em
regides costeiras, (Laglera e van den Berg, 2009). Gledhill, e Buck (2012) descrevem
valores de constantes de estabilidade para substancias humicas entre 11-12 para
aguas oceanicas.

Os ligantes originados pela producdo biologica, pode ser formado por
fragmentos de proteinas a partir da acdo de decomposicdo por bactérias
heterotréficas ou liberacdo de substancia proteica em decorréncia de quebra celular
(Hogle et al., 2014). Por isso foi possivel encontrar os mesmos valores de constante
de estabilidade em um experimento por quebra celular de virus (Poorvin et al., 2004),
levando a hip6tese de que os virus também poderiam criar novo tipo de
ligante(Bonnain et al., 2016).

As demais classes mais fracas de ligantes, denominadas na sua grande maioria
por “sopa de ligantes” (Hunter e Boyd, 2007), passaram a ser melhor estudadas nos
altimos anos. Até entdo, eram poucos 0s grupos de pesquisa que podiam encontrar
mais de uma classe de ligantes. Geralmente, os ligantes destas classes sé&o
produzidos de forma “passiva”, como € o caso de exudacdes do fitoplancton (Hassler
et al., 2014). Norman et al. (2015) em experimentos “in situ” que isolou uma espécie
de bactéria Pseudoalteromonas sp. e duas espécies de fitoplancton, Phaeocystis
antarcticaalgas, Prymnesiophyceae P. Antarctica e Emiliania huxleyi identificaramE.
Huxleyi, identificando substancias exopoliméricas formadas por polissacarideos e
acidos uricos, ambos caracterizados como ligantes fracos.

A especiacdo organica permite definir o ponto de partida para compreender a
biogeoquimica do ferro. Os resultados da especiacdo organica permitem classificar e
quantificar os ligantes organicos naturais e suas constantes de estabilidade. A partir
desses resultados € possivel, entdo, definir quais fontes seriam pontos chave para

formacao de complexos de ferro de determinada localidade, ou seja, basear estudos
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relacionados a complexos de ferro tais como, por exemplo: bactérias (sideréforos),

descargas continentais ricas em 4cidos humicos, exudagbes/substancias

exopoliméricas, ou mesmo ruptura celular de virus, caso estes sejam importantes em

determinada localidade.

3. Objetivo geral

Avaliar a capacidade de complexacao e a constante de estabilidade condicional

do ferro dissolvido na Plataforma Continental do Sul do Brasil.

3.1. Objetivos especificos

Adaptar método analitico proposta por Abualhaija e van den Berg (2014) e
(Buck et al., 2012) para a determinacéo e especiacdo organica do ferro usando
a salicilaldoxima como ligante artificial, baseado na determinacéo voltamétrica

de ferro em aguas costeiras.

Avaliar a faixa ideal de trabalho, linearidade, limite de deteccédo, exatiddo e

precisdo dos métodos adaptados

Estabelecer um protocolo analitico para realizar a analise da especiacdo do
ferro, definindo desde a coleta e preparo das amostras até as condicfes

analiticas especificas para diferentes niveis de concentracédo do analito.

Aplicar o protocolo proposto em amostras naturais coletadas em trés
transectos na Plataforma Continental do Sul do Brasil, verificando os fatores
ambientais que influenciam a distribuicdo e caracterizacdo dos ligantes

encontrados.
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CAPITULO | - Adaptacdo do método voltamétrico usando salicilaldoxima

para especiacao organica do Ferro.

Resumo

Ao longo dos ultimos anos inUmeros métodos tém buscado aprimorar a especiacdo organica do
ferro, principalmente porque esta forma corresponde a 99% do ferro dissolvido total, além de modificar
a disponibilidade e solubilidade do elemento. Sendo assim, este trabalho adaptou dois métodos
voltamétricos usando como ligante artificial (LA) a salicilaldoxima (SA) para a andlise de &aguas
costeiras, visando a implementagdo em regides com alta incidéncia de aportes fluviais, uma vez que
tais regides apresentam caracteristicas peculiares quanto a sua disponibilidade de ferro e
possivelmente de ligantes orgénicos. Para tanto, foram testadas formas de aprimoramento do sinal
analitico aliadas a estabilidade de sinal. Os resultados mostraram que, ao contrario do que o método
original dizia, seria necessario a retirada da purga de nitrogénio e inser¢do continua de ar na célula
voltamétrica. Para isso foram implementadas bombas de baixa pressdo, uma para a gera¢éo de vacuo
e outra para a insercéo de ar na célula, acopladas a um filtro de ar para a remoc¢&o de particulas. A
adaptacdo permitiu manter a estabilidade e reprodutibilidade do sinal. Este aparato eliminou a
necessidade de insercdo de ar comprimido diretamente no eletrodo de trabalho, diminuindo os custos
operacionais. Foram feitos testes de intensidade de sinal, faixa de concentracdes de SA, testes de
potencial e velocidade de varredura para a especiacdo. Para a SA a concentracdo ideal encontrada foi
quantificada em 25uM de SA, seguida de aplicagéo de um potencial de 0V para deposicdo e velocidade
de varredura de 0,6V/s para a especiacdo. Com este método, os limites de deteccdo e quantificacéo
foram de 1,06 nM e 1,43 nM, respectivamente, podendo o0 mesmo ser implementado em regifes
costeiras, com essas modificacdes. Este método também proporcionou o acoplamento de dois
métodos, uma para determinagdo de ferro dissolvido (FeD) e um para especiacéo organica de FeD,

criando, por fim, um protocolo de analise eficiente e de menor custo.

1. Introducéo

Existem muitos desafios quando se trabalha com elementos traco em aguas
naturais. Geralmente, estas analises requerem muitas etapas de preparo do material
e da amostra e 0 uso de equipamentos de grande porte, 0 que aumenta o custo da
analise tornando invidveis muitos estudos ambientais. A ndo observancia de

determinados cuidados ao longo da manipulagdo destas amostras as tornam
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suscetiveis a contaminacgdo, tanto na etapa de coleta quanto no preparo e, mesmo,
durante a analise.

Em &guas oceanicas, a elevada reatividade e a sua baixa solubilidade fazem
com que o ferro dissolvido esteja presente em baixas concentracdes entre 0,05 e 2
nM (Bruland, Orians e Cowen, 1994; Landing e Bruland, 1987; Martin, Gordon e
Fitzwater, 1990; Measures e Vink, 1999). Devido a facilidade de contaminacao, aliada
a sua baixa concentragdo, sua analise constitui um desafio para muitos
pesquisadores. Ao longo de mais de 30 anos, inimeros estudos foram conduzidos
para a determinacao de ferro dissolvido nos oceanos, de maneira que muitas técnicas
analiticas foram desenvolvidas e adaptadas com o propdésito de alcancar baixos
limites de deteccao e reducao do efeito matriz causado pelos cloretos. Atualmente,
dentre as principais técnicas para a determinacdo de ferro encontram-se a
guimiluminescéncia (Fluorimetro), a Espectrometria de absorcdo atdbmica em forno
grafite (GFAAS), a Espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente
(ICP-MS). Muitas destas técnicas precisam da aplicacdo de métodos para pré-
concentracéo do analito e a eliminacdo da matriz salina. Para tanto, sdo empregados
na analise: pré-concentrar e co-precipitar com o uso de Mg(OH)2, métodos de extracao
liquido/ liquido ou por eluicdo acida seguida de uma pré-concentracdo feita em
diferentes resinas organicas (Achterberg et al., 2001).

Além das técnicas usadas para determinacdo de ferro dissolvido em aguas
oceanicas, atualmente pesquisadores tem se voltado também para determinacéo da
forma organica complexada desse elemento (Caprara et al., 2016), devido a sua
elevada solubilidade e estabilidade em aguas oceanicas. Por se tratar de estudos
recentes, pouco se conhece a respeito de seu comportamento quimico, fonte e,
mesmo, 0 seu transporte e distribuicdo nas regides costeiras e oceanicas, 0 que tem
limitado o entendimento sobre a biogeoquimica deste elemento no ambiente marinho.

A hipétese de que o Fe permanecia complexado foi trazida por Thompson e
Bremner (1935). Todavia, nesta época a auséncia de técnicas limpas fazia com que a
contaminacdo das amostras impedisse a obtencdo de dados coerentes do ponto de
vista biogeoquimico, assim como ndo se dispunha de sensibilidade analitica que
comprovasse tal hipétese. Somente em meados dos anos 90, com o aperfeicoamento
de algumas técnicas analiticas, foi possivel estudar a distribuicdo dos complexos de
ferro, quando verificou-se que cerca de 90~99% do ferro encontrado em Aloha (Norte

do Pacifico) e no Estreito de Menai (Pais de Gales) estavam complexados por ligantes
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organicos naturais (Gledhill e van den Berg, 1994; Rue e Bruland, 1995). Atualmente,
esta estimativa ampliou-se para todas as bacias oceéanicas (Caprara et al., 2016).

A formacgéo desses complexos é de extrema importancia para a compreensao
dos mecanismos de precipitacdo de Fe, uma vez que a formacdo de complexos
ferrosos retarda a sua precipitacdo, o que € mais pronunciado quando o Fe se
apresenta na forma oxidada livre. Isto se faz importante em estudos de dissolucéo
quando este elemento é oriundo de poeira atmosférica (Rijkenberg et al., 2008), ou
mesmo para manter o Fe na fragdo soluvel quando este provém de fontes continentais
ou hidrotermais (Gerringa et al., 2012; Kleint et al., 2016; Thurdczy et al., 2012),
influenciando sua biodisponibilidade, que pode ser alterada por processos de
fotorreducdo na agua (Barbeau et al., 2001).

A técnica, para caracterizar esses complexos de Fe, mais comum e
amplamente utilizada é a analise voltamétrica, sendo esta uma técnica de alta
sensibilidade e baixo custo (Ozkan e Uslu, 2016). Diferente das técnicas de
determinacdo em que h& necessidade de retirar a matriz salina, a voltametria, se
beneficia da presenca de cloretos durante a analise, reduzindo uma das etapas de
pré-analise. Dentre os métodos voltamétricos, a voltametria adsortiva de redissolucao
catddica por competicao de ligante (CLE-AdCSV) se destaca como 0 mais empregado
para a especiacdo organica, a qual quantifica e qualifica os ligantes naturais. Esta
técnica consiste na polarizagdo anddica do eletrodo de mercurio, em cuja superficie
do eletrodo se deposita uma camada de um composto pouco soluvel, neste caso FeLA
(elemento complexado com um ligante artificial), seguida da eletrorreducdo da
camada depositada através da varredura de potencial no sentido catédico. Envolve
um equilibrio entre um ligante artificial (LA) e os ligantes naturais (Lx), portanto uma
reacao eletroquimica entre o complexo do analito com o eletrodo de trabalho, o qual
deve ocorrer antes da varredura e aquisi¢cao de sinal.

Para avaliar a presenca dos ligantes naturais do Fe, existem quatro ligantes
artificiais (LA) aplicaveis citados na literatura: 1-nitroso-2- naphthol (NN) (Gledhill e
Van den Berg, 1994), salicilaldoxima (SA) (Rue e Bruland, 1995), 2-(2-thiazolylazo)-4-
methylphenol (TAC) (Croot e Johansson, 2000) e 2,3-Dihidroxinaftaleno (DHN) (Van

den Berg, 2006), cujas caracteristicas gerais podem ser visualizadas na Tabela 1.
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Tabela 1.Ligantes artificiais jA empregados na literatura e suas vantagens e desvantagens em

regides costeiras.

Ligante Oxidante Tempo de Acidos Referéncia
artificial andlise Humicos
TAC H202 5 minutos Pode nédo Croot e
detectar a Johansson,
presenca (2000)
(depende da
concentracao)
NN H20:2 4 minutos Mascara a Aldrich e
Bromato presenca do  van den
pico de AH Berg
(1998)
AS Ar comprido 4 minutos - Abualhaija
(2014)
DHN Bromato de 4 minutos  Pico duplo. Van den
potassio Berg
(2006)

O ambiente costeiro € constituido por zonas transitorias, sendo caracterizado por
inmeras fontes de carbono dissolvido e, consequentemente, por diversas formas de
ligantes. Algumas regides costeiras podem apresentar altas concentracdes de tais
ligantes organicos, tanto na plataforma continental (Batchelli et al., 2010; Buck e
Bruland, 2007; Croot e Johansson, 2000; Gobler et al., 2002) como em plumas (Buck
e Bruland, 2007), compostos regularmente por acidos humicos e fulvicos, comuns em
zonas costeiras (Laglera, Battaglia e van den Berg, 2007). Na escolha do ligante
empregado deve levar em consideracdo a possivel presenca de compostos, tais como
as substancias humicas que podem ser interferentes para analise.

Dentre os ligantes artificiais empregados, o DHN, quando utilizado em presenca
de bromato, pode gerar uma alta sensibilidade (S), em torno de 34 nA.nM~'min~" (Van
den Berg, 2006; Obata e van den Berg, 2001), embora o bromato em meio acido possa
ser prejudicial ao analista, por ser cancerigeno nessas condi¢fes (Laglera, Caprara e
Monticelli, 2016). Além disso, este ligante, quando empregado, forma um sinal duplo
em presenca de acidos humicos (AH) (Laglera, Battaglia e van den Berg, 2007),
superestimando presenca de ferro e seus complexos. Geralmente, regides costeiras
apresentam maiores concentracdes de acidos humicos, com origem em rios,
estuarios, marismas (Clark, Bruyn, De e Aiona, 2016), ndo sendo o mais indicado para

analise de especiagcao organica em areas costeiras.
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O TAC também demonstra este problema quando aplicado a amostras de
aguas costeiras, uma vez que esse ligante mascara a presenca de AH (Laglera,
Battaglia e van den Berg, 2011). J& o NN pode ser usado sem um oxidante (Gledhill e
van den Berg, 1994), porém isto reduz drasticamente sua sensibilidade, embutindo
erros nos calculos de especiacédo, diretamente dependente da sensibilidade mesmo
com o emprego de peréxido como oxidante (Gledhill e Van den Berg, 1995) ou
bromato (Aldrich e Van den Berg, 1998). Todavia, os oxidantes podem proporcionar
problemas durante a andlise, em algumas situa¢bes podendo comprometer 0s
resultados. E, quando em auséncia de oxidante mencionado, a analise se torna muito
mais vagarosa e com menor sensibilidade, afetando, novamente, os resultados
(Abualhaija e Van den Berg, 2014), ndo sendo recomendado outra vez o uso deste
ligante para regides costeiras.

Dentre todos esses ligantes artificiais a SA, além de possuir uma alta
sensibilidade analitica, é aquela que emprega o menor nimero de reagentes e néo
necessita de adicdo de um oxidante quando analisando em meio aerado (Abualhaija
e Van den Berg, 2014). Além disso, em andlises de amostras de regides costeiras em
gque ha alta influéncia fluvial, ou seja, caracterizada pela presenca de altas
concentracfes de AH, durante a analise ndo ha formacao de picos duplos, sendo um
método muito bem aceito para as zonas costeiras (Laglera et al.2011).

Até o presente, ndo se tem conhecimento de trabalhos realizados na costa do
Brasil que envolvam de especiacdo organica de Fe. Os trabalhos ja publicados no
Atlantico Sul sdo somente da fracdo total dissolvida de Fe (Rijkenberg et al., 2014) e
especiacao usando TAC (Gerringa et al., 2015). Todavia, estes trabalhos foram feitos
h& aproximadamente 1000 km da costa brasileira, ndo se considerando, portanto, sua
influéncia. Sendo assim, a busca de uma metodologia que se enquadre nessas areas
costeiras se faz necesséria, principalmente porque a origem e a complexidade do Fe
ocorrem primeiramente no ambiente costeiro (Batchelli et al., 2010).

Este trabalho busca de forma inédita adaptar o método voltamétrico usando a
salicilaldoxima como ligante artificial, visando a implementacdo deste em uma regiédo
costeira do Brasil, rica em aportes fluviais e, possivelmente, abundante em acidos

humicos.
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2. Comparacao dos métodos usando SA

Ao longo dos anos muitos autores tém buscado melhorar os procedimentos
analiticos a fim de quantificar o ferro na sua forma complexada. Os métodos
envolvendo SA, como ligante artificial, passaram ao longo de 22 anos por mudancas,
de maneira que foram evoluindo e sendo adaptados. Como fruto desta evolugcéao tem-
se os trabalhos publicados por Abualhaija e van den Berg(2014) (Tabela 2), o que
tornou possivel implementar esse método em aguas estuarinas (Mahmood et al.,
2015) e proximas a hidrotermais (Kleint et al., 2016), ou seja, aguas com
caracteristicas bem distintas. O uso deste método, sem qualquer modificacdo so6 foi

possivel no estuério de Liverpool (Abualhaija, Whitby e van den Berg, 2015).

Tabela 2. Resumo dos parametros metodoldgicos voltamétricos que utilizam a SA como ligante
artificial utilizados em diferentes estudos.

Parametros Rue e Bruland Abualhaija e van
_ Buck et al. (2012)
voltametricos (1995) den Berg (2014)
Purga Nitrogénio Nenhum Ar comprimido
Tempo de Purga 4 minutos - 2 minutos
Tempo de _ _ _
_ 10 minutos 3 minutos 2minutos
deposicao
Potencial de
. -0.05V -0.05Vv oV
deposicao
Velocidade de
0.020 V/s 0.030V/s 0.060V/s
Varredura
Tempo de
o 15 segundos 15 segundos 10 segundos
equilibrio

O primeiro estudo a utilizar a SA foi descrito por Rue e Bruland (1995). Este
método possuia um artificio inovador, pois mantinha o pH das amostras e nao
introduzia um oxidante. Este método foi 0 segundo método descrito na literatura sobre
especiacao organica de ferro, somente do método descrito por Gledhill e van den Berg
(1994). A inovacao deste, além de trazer um ligante artificial novo para esse tipo de

analise, tornava possivel o trabalho com o pH 8, semelhante ao pH da agua do mar
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entdo fazia uso de um agente oxidante, utilizando apenas o ligante artificial (LA) como
reagente e a solucéo tampao, reduzindo assim as chances de contaminacao.

Rue e Bruland (1995) propuseram usar a saliciladoxima, primeiramente como
um ligante artificial para competir com os ligantes naturais da amostra, criando um

novo balanco de massa (Eq. 16).

[Fer] = [Fe']l + [Fe(SA)z] + [FeL] . ciioiiiiiiiiiiienie it Eq. 17

Onde o Fer seria o ferro total dissolvido; o Fe representa somatério de todas
as formas de ferro inorganico; Fe(SA)2 representa a forma de ferro complexado ao
ligante artificial e, por fim, o ferro que estaria ligado a complexos organicos naturais
(FeL). A partir dessa nova equacédo seria possivel, de forma indireta, determinar a
presenca desses complexos de FelL.

A segunda etapa ocorre depois que a amostra atinge o equilibrio entre LA e
ligantes naturais (L). Nela o complexo Fe (SA)2, devido a sua estrutura octaédrica
distorcida, torna os anéis aromaticos da SA orientados no mesmo plano, permitindo
uma rapida adsorcao na superficie do eletrodo de trabalho (Hg) e permitindo que o Fe
(1) seja acessivel para reducao.

Segundo os autores, a escolha desse ligante se baseia no fato de que este LA,
mesmo em concentracées entre 10 4 a 10 ® M, possui K'aL(constante de estabilidade
condicional) constante, sendo Util para quantificar os ligantes naturais da amostra
(Rue e Bruland, 1995), uma vez que o K'reL das amostras é calculado baseado em
K'AL.

A principal modificacdo do método ao longo do tempo foi a presenca de purga.
Inicialmente as amostras necessitavam de uma purga de 4 minutos, com o intuito de
eliminar o oxigénio (Rue e Bruland, 1995), usando como gas inerte o nitrogénio. A
eliminacdo do oxigénio se fazia necessaria porque, quando em sua presenca, a
corrente residual se mantinha alta mascarando a corrente da espécie eletroativa. Para
evitar a superposi¢cdo das correntes faradaicas e efeitos quimicos resultantes dos
processos de oxidagdo do oxigénio, promovia-se a expulsdo do oxigénio dissolvido
mediante o borbulhamento de um gas eletroquimicamente inerte através da
solucao(Milani, 2004).

Anos mais tarde, foi interpretado de modo diferente a saturacdo de ar na

amostra. Buck et al.(2007) modificaram o método para aguas costeiras, em regides
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de plumas. Anos mais tarde o mesmo método foi adaptado com a insercéo de ar e
reducdo de tempo de andlise, por Buck et al.(2012) permitindo que a amostra
permanecesse com a presenca natural de ar.

Nesse Ultimo caso, durante as medidas, o oxigénio dissolvido gerava duas
ondas de reducdo no eletrodo de mercurio: a primeira entre o potencial -0.1V,
correspondente a reducdo do peroxido e dos ions de hidroxila; a segunda onda no
potencial de -1.0V era devido a reducdo do peréxido de hidrogénio com ions de
hidroxila como produtos finais. A eletroformacao de H202 na superficie do eletrodo era
responsavel pelo efeito catalitico encontrado pela determinacdo de mecanismo de
Haber-Weiss, como descrito em Kolthoff e Parry(1951) e reafirmado em Laglera,

Caprara e Monticelli (2016), como descrito na equacéo 18.

Fet3 —SA+e” > Fet? —SA
Fe*? — SA + H,0, —» Fe*? — SA+ HO + OH" Eq. 18

Segundo Abualhaija e Van den Berg (2014), mesmo depois de purgar com um
gas inerte por alguns minutos, como foi feito por Rue e Bruland (1995), ainda assim
restava resquicios de oxigénio, que sdo facilmente convertidos na superficie do
eletrodo, provando que o processo ocorria independentemente, mas de forma
ineficiente. Assim sendo, o ideal seria distinguir a entrada de gas inerente para que a
formacdo de peroxido fosse possivel.

Desse modo, Abualhaija e Van den Berg (2014) modificaram o método,
mantendo a prerrogativa de que ao adicionar mais ar na amostra seria possivel
aumentar drasticamente a sensibilidade. Além disso, foi modificada a velocidade de
varredura e a concentragdo de SA utilizada. A mudanca na sensibilidade estava
associada a trés fatores, a primeira no que diz respeito a formacao de peroxido na
superficie do eletrodo, ou mesmo quando adicionado reagente em si na amostra.
Segundo os autores, a altura do pico poderia dobrar quando adicionado 0.6Mm H202,
mas isso também ocasionaria perda de ligantes, alterando a especiagéo e, portanto,
nao indicado para analises de especiacdo. A velocidade de varredura e a
concentracdo de SA, seriam o0s outros fatores a serem mudados, que também
auxiliariam para a melhora na sensibilidade do método, de maneira que esses foram

avaliados e modificados.
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Este método, segundo o autor, possuia um problema instrumental. Quando o
sistema de nitrogénio era fechado, havia problemas na formacédo da gota o que
ocasionava perdas de sinal. Para solucionar esse problema foi acoplada uma linha de
ar comprimido ligada diretamente ao eletrodo de trabalho. Isso solucionou a
homogeneidade da gota, no entanto aumentou a oxidacdo da gota de Hg.

Embora muitos trabalhos tenham se voltado para a diminuicdo ou mesmo a
extingdo do emprego de mercurio (Hg) como eletrodo de trabalho, devido a sua
toxicidade, mesmo assim a voltametria e, principalmente, a CLE-AdCSV, ainda € uma
das técnicas mais robustas e empregadas para a determinacdo de complexos
organicos de ferro na agua do mar (Gledhill, e Buck, 2012).

Dos métodos em que se emprega a SA como ligante artificial, o que emprega
ar borbulhando diretamente na célula de leitura possui maior sensibilidade (Abualhaija
e van den Berg, 2014). No entanto, uma rapida oxidacao de Hg, faz com que o analista
tenha que manipular este liquido pelo menos uma vez ao més (Abualhaija e van den
Berg, 2014), aumentando os cuidados analiticos e, além disso, tornando o método
mais caro devido a troca constante do Hg.

Além das mudancas em relacdo a purga, o tempo de analise também foi
modificado. O método de Buck et al. (2012) trouxera beneficio quanto ao tempo de
analise, em compara¢do ao que propunha o primeiro método, diminuia o tempo de
deposicdo de 10 minutos para 3, tornando a analise muito mais rapida. Isso seria
devido a auséncia da entrada de nitrogénio na célula, possivelmente ocasionando
uma pequena formagéo de H202, 0 que proporcionaria a reducéo de Fe(SA): e ajudaria
na propria reducdo de Fe(ll) aumentando a sensibilidade do método.

As modificagbes dos métodos foram realizadas devido ndo s6 a mudancas
necessarias quanto as caracteristicas das amostras, dependente dos locais de coleta,
como também para o aprimoramento do método ao longo do tempo, buscando sempre
a qualidade analitica. Este trabalho, baseado em todas as técnicas aqui ja
apresentadas, busca adaptar os ultimos métodos que empregaram SA, como ligante
artificial, Buck et al. (2012) e Abuallhaija e van den Berg (2014), para aguas costeiras

da regiéo sul do Brasil com suas especificidades de composic¢é&o.
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3. Parte experimental

3.1. Equipamentos:

Para determinacdo analitica de ferro organico foi utilizado um equipamento
eletroanalitico pAutolab Ill, potenciostato da PGSTAT101 conectado com standard
eletrodo com gota pendente de mercurio VA663, um eletrodo auxiliar/contra eletrodo
de carbono e um eletrodo de referéncia com uma juncao dupla de Ag/AgCl, preenchido
por KCI 3M. Este equipamento foi controlado por um software especifico denominado
NOVA 1.11. Foram utilizadas células voltamétricas de quartzo.

A abertura fotoquimica das amostras foi realizada em um sistema fotodigestor
fabricado no Laboratério de Hidroquimica, constituido por lampada com presséo de
vapor de mercurio, 60W. Foram utilizado tubos de quartzo, com tampa esmerilhada
com 50 ml de capacidade de amostra, baseando em Campos et al., (2001). As
determinacdes de pH foram feitas usando o pHmetro (654 Metrohm) com resolugéo

de trés casas decimais ap0s a virgula.

3.2. Reagentes, limpeza do material e dos reagentes:

Foi empregada &gua ultrapura (resistividade 18,2 MQ.cm) através do
equipamento da Milli-Q usado para o preparo da limpeza do material e preparo dos
reagentes. Todo o material utilizado foi descontaminado com banhos de acido nitrico
5 M, seguidos de banhos com acido cloridrico 2 M e, por fim, enxaguados com agua
Milli-Q e secos em capelas de fluxo laminar. Os reagentes foram limpos usando uma
solucédo de 100 uM MnO2, seguida de filtracdo, descrito por van den Berg (2006).

Os reagentes utilizados foram preparados a partir de solucao estoque de ligante
artificial, 0,1 M de salicilaldoxima (Sigma Aldrich, 98% de pureza), diluida em metanol
(Merck P.A), ou mesmo em &acido cloridrico 10% (Suprapur® Merck HCI 30%). O
tampao empregado, borato de amoénio, foi preparado com concentracdo de 1M de

acido borico e 0,5 de hidréxido de amdnio supra puro, pH final de 8.2.
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3.3. Amostragem e condicionamento da amostra

As amostras de agua coletadas para analise de ferro dissolvido foram coletadas
de duas formas: com garrafas coletoras do tipo teflonada Go-Flo, para amostragens
em diferentes profundidades; uso do sistema “fish”, com o qual, através de uma bomba
peristaltica, coletou-se agua da superficie.

As amostras coletadas foram filtradas imediatamente com o auxilio de filtros
0,2um (acetato de celulose). Para a determinacao de ferro total, as amostras foram
acidificadas a um pH ~1,8, utilizando HCl e, apés, mantidas refrigeradas. As amostras
para especiacao organica de ferro, nao acidificadas, foram acondicionadas em frascos

de polietileno e congeladas imediatamente apos a coleta.

4. Resultados e Discussao

Foram realizados ensaios analiticos com o objetivo de melhorar a estabilidade
do sinal e a intensidade. Para isso, o primeiro passo buscou estabilizar o sinal
analitico, sendo necessario adaptar o sistema de entrada de ar comprimido na célula.

Apos foi avaliado o tempo necessario para o equilibrio quimico entre a SA e o
Fe, aliada a varredura de potencial e, por fim, foram feitos os testes de limite de
deteccdo e quantificacéo, recuperacao, exatiddo do método para, assim, garantir sua

confiabilidade.

4.1. Estabilidade do sinal

A estabilidade do sinal voltamétrico pode ser facilmente afetada devido a
inumeros fatores. Quando se emprega a salicilaldoxima como um ligante artificial
algumas peculiaridades podem ocasionar diminuicdo da sensibilidade, necessitando
um alto tempo de deposi¢cdo, ou mesmo, gerando interferéncia de outros elementos,
como a formacao da intensidade do sinal do cobre, que pode surgir muito proximo ao
pico do ferro (Vega et al., 2010).

O cobre € um interferente comum nas andlises em presenca de um gas inerte,
coOmo 0 nitrogénio, uma vez que a salicilaldoxima possui um tempo de reacdo mais

rapido para esse complexo em relacdo ao ferro (Abualhaija e Berg, van den, 2014).
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Porém, o cobre pode ser considerado um interferente somente se sua concentracao
for superior a 25 nM (Abualhaija e van den Berg, 2014), ndo sendo um problema nas
analises de amostras costeiras, onde geralmente suas concentracfes séo inferiores a
4 nM na plataforma sul brasileira (Niencheski et al. 2014).

Pensando nisso, este trabalho, primeiramente, testou o método descrito por
Buck et al. (2012), cuja a qual velocidade de varredura (0,03 V s?) era inferior ao
trabalho mais recente publicado. Nesta metodologia, a amostra ndo era purgada,
permanecendo em equilibrio com o ambiente em que era analisado, e a concentragao
de SA era 25 uM.

No entanto, o equipamento utilizado no presente estudo € diferente do utilizado
por Buck et al.,(2012), de maneira que existe a insercao do nitrogénio sobre a solucao
no momento em que as gotas de mercurio sdo dispensadas. Consequentemente, a
acao do nitrogénio causa uma diminuicado no pico de Fe e H202, assim como a apari¢cao
de pico de Cu em -0.3V (Figura 3).

0.8 06 0.4 0.2 0
Potencial

Figura 3. Amostra de 4gua do mar com 1 nM de ferro, tamponada com borato de amonio pH
8.2, SA 25 uM, potencial de varrerudura 0 a -0,85 V, como método descrito por Buck et al (2012).

Andlise de amostra com 0 as linhas 1, 2 e 3 referem-se a primeira, segunda e terceira leitura efetuada.

O peréxido localizado no potencial de -0.1V em trés leituras ja havia se
extinguido, formado somente em consequéncia de presenca de ar. O aumento da

altura do pico de cobre (Cu), também pode ser por efeito da auséncia de ar na célula,
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uma vez que este, em presenca de gas inerte (nitrogénio), possui rapida absorcéo e
formacado de CuSA (Campos e Van den Berg, 1994; ), forma de cobre mais eletroativa
gue FeSA e FeSA.

No inicio pensou-se em fechar a entrada de nitrogénio da célula, mas isso inibiria
a formacéao da gota, impedindo a leitura. A troca por um cilindro contendo ar também
nao foi viavel devido ao problema de oxidacdo do Hg, 0 que ocasionaria um aumento
no custo da analise e maior geragdo de residuos. Sabendo que o equipamento possui
a capacidade de entrada de gases por vias diferentes, ou seja, uma entrada para a
célula e outra para o eletrodo, pensou-se em uma adaptacdo mais plausivel. A entrada
de nitrogénio para o eletrodo de Hg foi mantida.

Para garantir que o nitrogénio que entra no sistema a partir do eletrodo de Hg
ndo entrasse em contato com a amostra foi inserida uma mangueira de vacuo,
acoplada a uma pequena bomba (Figura 4B).

A fim de que houvesse um controle maior foi inserido ar comprimido no periodo
de purga de 2 minutos e, também durante o periodo de deposi¢do. Esse era mantido
na forma de blanket (pequena entrada de ar continua sobre a amostra) (Figura 4A),
com uma pequena mangueira instalada dentro da célula, inserindo ar pouco acima da

superficie da solucéo.

Figura 4. Disposicéo das mangueira de ar. Mangueira denominada blanket usada na superficie

da amostra (A). Mangueira instalada para vacuo (B).

A entrada continua de ar na célula, somado a uma pequena bomba de vacuo

impedindo a entrada de nitrogénio na mesma, permite o equilibrio entre ela e a
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solucéo. A formacéo de primeiro pico em -0,1 pode ser justificado pela descricao feita
por Aleixo (2003) , segundo o autor, nesse caso: voltametria em meio catédico com

presenca de Oz é produzida uma onda -0,1V, ja que o oxigénio é eletroativo.

H,0,,0, + 2H* + e~
0, +2H* 4+ 2e~ & OH + OH Eqg. 19

Esse eletro formacao de H202 na superficie do eletrodo é responsavel pelo efeito
catalitico do Fe e SA mostrado Eqg. 20. Esta configuracao impediu a acdo do nitrogénio
na solucédo estabilizando o sinal analitico. A presenca de peroxido gerada nessa

equacdo causaria o efeito catalitico na formacéo de FeSA (Eq. 20).

Fet3—SA+e~ > Fet? —SA
Fe*2 — SA + H,0, —» Fe*2 — SA + HO + OH~ Eq. 20

Assim com a entrada de ar e diminuicdo da interferéncia do nitrogénio foi
garantida a estabilidade do sinal, em relacdo a problemas causados pelo nitrogénio,
com a adaptacdo do método descrito por Buck et al. (2012) através da insercao de ar

e a insergcdo de mangueira acopladas ao sistema como pode ser visto na Figura 5.

Bomba de
aquario para
vacuo

" n —-H—l—-Va'cuopararetiradade

Bomba de [ j excesso de nitrogénio
aquarioparae | 0 TR L LR - A
ar comprimido B
Célula —— Entradade Ar comprimido (Blanket)
Voltamétrica
...................... » C
........................... * D

Entradade ar
comprimido

Figura 5. Célula voltamétrica. Sistema. Esquema demonstrativo de ar: mudancgas feitas no
Layout ilustrando como A. Eletrodo de referéncia, B. Eletetrodo de Trabalho, C Eletrodo auxiliar e D

agitador de teflon .
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A adaptacdo do equilibrio dos gases, esquematizado na Figura 5, foi a forma
encontrada para que houvesse uma a estabilidade do sinal e a ndo formacgéao de CuSA
decorrente da entrada de nitrogénio na célula, assim como a formacgédo de peroéxido,
catalizador da reacédo de FeSA e FeSA2. Essa adaptagéo pode ser implementada em
qualquer laboratdrio, onde a SA seja hecessario, ou seja, em locais costeiros, e deseje
empregar ar como catalisador da reacdo, sem que haja necessidade de insercéao de
cilindro de ar comprimido diretamente no eletrodo de trabalho. De maneira que, n&o
h& necessidade de trocas continuas de mercurio como foi descrito por Abualhaija,

Whitby e van den Berg( 2015) tornando o método mais limpo.

4.2. pH e temperatura

Além da atmosfera da célula, outros fatores, como temperatura e pH, foram
levados em consideracdo na analise da estabilidade do sinal analitico.

A temperatura pode alterar as analises tanto de especiacdo quanto na
determinacao de ferro dissolvido total. Hassler et al. (2013) fez uma avaliacdo do
comportamento do método utilizando TAC a 4°C. Embora a temperatura possa afetar
a solubilidade do Fe e a distribuicdo de suas espécies, mudancas na temperatura ndo
mostraram aumento na sensibilidade, ou mesmo, melhora na metodologia. Assim,
este trabalho, manteve a temperatura padrao de 25 °C no ambiente de trabalho.
Mudancas na temperatura da sala alteram facilmente a repetibilidade da analise.

Outro fator que interfere na estabilidade do sinal € o pH. Neste contexto durante
a determinacdo, a amostra ja acidificada, uma vez que esta passa por uma digestao,
é neutralizada com hidroxido de aménio, substancia volatil, passando por uma purga
de dois minutos. Dado que haveria possibilidade de perda de NH4OH durante a
analise, as amostras eram entdo tamponadas com um tampao de borato de amdnio
gue mantinha a amostra na mesma faixa de pH, pois a formacéo do complexo metal-
LA é dependente do mesmo (Achterberg et al., 2013). Ademais, as constantes de
estabilidades séo calculadas com o valor do pH da agua do mar. O pH usado nesse
trabalho foi estipulado com base em todos os outros métodos ja descritos usando SA,
8.2, valor proximo da agua do mar em equilibrio com o ar (Abualhaija e Van den Berg,
2014).
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Em caso diminuicédo do efeito tampao decorrente da insercao de solucdo padrao
de ferro (solucdo acidificada) que torna amostra a baixo de um pH 7,5 a amostra
poderia perder a estabilidade, reduzindo ~30% da sua intensidade de pico a cada 2

minutos, como mostra a Figura 6.

140 A~

EEE 1° leitura
120 [/ 2° leitura
I 3° leitura

100 -

80 -+
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NASS-62nM 2,5nM 3nM 3,5nM 4nM 45nM 5nM 55nM 6 nM

Figura 6. Teste de estabilidade de intesidade de sinal. Amostra de Nass-6 (material de
referéncia) referente a leitura e suas respectivas adi¢6es de solucdo de ferro ( 2, 2,5 3, 3,54, 4,55,
5,5, 6 nM). Entre cada leitura houve perda de 29 % de intensidade de corrente (nA). Resultados podem

ser verificados em Anexo |.

Na andlise de uma amostra de NASS-6 (Figura 6) notou-se que conforme sdo
feitas as leituras ha perda da repetibilidade do sinal tendo uma drastica reducéo do
mesmo, deste modo mesmo com adi¢cdes de solucdo padrdo de Fe ndo existiu
aumento da intensidade de corrente e ao final o pH encontrava-se a baixo de 7.

A reducéo do pH poderia ser em decorréncia da volatizacdo do hidréxido de
amonio, desse modo foi estipulado que as amostras néo teriam mais que 3 adi¢des.
Assim ndo seria inserido um volume de solucdo acida que pudesse superar a
capacidade de tamponamento do borato de aménio, além disso o tempo de analise
seria inferior impedindo que houvesse possivel dissipacdo de NH4OH da amostra.

A reducéo do pH abaixo do 8 pode alterar o equilibrio entre a solucéo e a célula
voltamétrica, assim como o equilibrio entre a solugéo e os gases. O equilibrio entre a
solucéo e a célula voltamétrica é necessario, uma vez que a adsorgéo de Fe(SA)zna

parede da célula pode comprometer as analises (Buck et al., 2007) e também tornar
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instavel o sinal analitico, reduzindo o sinal conforme séo feitas repeticbes da mesma
amostra.

A fim de que né&o haja problema em relacdo a adsorcao de Fe(SA)2 impedindo a
repetibilidade da leitura voltamétrica foi feito uma solugcédo de agua do mar (contendo
todos os reagentes, tampdao e salicilaldoxima, mas também 10 nM de solucdo de
ferro). Esta solucao era, entdo, analisada inimeras vezes, conforme eram formados
novos voltamogramas, a medida que a intensidade do sinal de FeSAxera reduzida na
amostra, praticamente se extinguindo, trocava-se a solugdo e Iiniciava-se 0
procedimento novamente, até que houvesse um percentual de perda de altura de pico
inferior a 1%. Este método foi descrito por Buck (comunicacéo, contato pessoal). A
célula era entdo lavada continuamente com solu¢des de agua milli-Q, com pH ajustado
com hidréxido de sédio, para manter o mesmo pH em contato com a célula e reduzir
a chances de contaminacado da amostra.

Desse modo, com a insercdo de gases ar e nitrogénio de maneira controlada, o
controle do pH, a temperatura estipulada e fixa, assim como o condicionamento da
célula foi possivel garantir uma repetibilidade, ou seja, estabilidade de sinal durante

as analises.

4.3. Avaliacdo da concentracao de Salicilaldoxima

A concentracdo necessaria de Salicilaldoxima, tanto para a determinacdo quanto
para a especiacdo organica de ferro, deve ser levada em consideracdo no momento
da analise, j4 que é controversa a concentracao ideal necessaria para cada ambiente.

A salicilaldoxima foi empregada por inumeros trabalhos, em varias
concentragdes: 100 uM (Kleint et al., 2016), 27,5 uM (Rue e Bruland, 1995), 25uM
(Buck et al., 2007; Buck e Bruland, 2007) e, por ultimo, 5uM (Abualhaija e Van den
Berg, 2014; Mahmood et al.,, 2015), ndo havendo um consenso entre as
concentracgOes utilizadas para os estudos, variando sua aplicacdo de ambiente para
ambiente.

Buscou-se, portanto, encontrar a concentracéo ideal para as condi¢des e para o
tipo de agua proveniente da plataforma continental. Foram feitos testes mantendo
fixos os parametros a seguir: primeiro era adicionado SA e solucdo padrao de Fe com

concentracéao final de 5 nM de ferro (lll) em agua do esperando 15 minutos entre o
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equilibrio do ligante artificial e metal, a amostra era, entdo, neutralizada e, por fim,
tamponada com borato de aménio pH 8,2; tempo de deposi¢cdo de 2 minutos. Os
testes foram realizados com um total de cinco leituras cada.

Foram utilizadas as seguintes concentragdes de Salicilaldoxima 10, 15, 20 e
25uM, baseado em trabalhos anteriores. Os resultados demonstraram que néo
ocorreu diferenca significativa entre as médias das cinco leituras para cada
concentracédo (e quando foi avaliado o resultado pelo teste de t-student; p < 0,05,
resultados podem ser vetificado em Anexo IlI). Neste teste foi identificado que a
concentracdo de SA de 25 pM foi a mais adequada para este tipo de amostra (Figura

7), pois apresentou a maior corrente em relagéo as demais.
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Concentragao de Salicilaldoxima

Figura 7.Concentracéo de salicilaldoxima em &4gua do mar contendo 5 nM de Fe. Média e

desvio padrao, respectivamente. Resultado pode ser verificado em Anexo lll.

A escolha da concentracdo de SA influenciou na intensidade do sinal analitico
como também nos célculos empregados para a especiacdo, uma vez que alteram
diretamente o coeficiente de ativacao o’resa)2 € a’re(sa), alterando os resultados dos
calculos de especiagéo diretamente e, consequentemente, a presencga de ligantes (L)
e suas constantes de estabilidade (K'g,;) (Pizeta et al., 2015). Por exemplo,

linearizacdo de Ruzic/ van den Berg (Ruzi¢, 1982).
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O emprego de uma concentragdo maior de ligante foi definida ainda conforme o
gue se esperava para essa regido, uma vez que se acredita que uma concentracao

superior tornaria mais facil o equilibrio com uma concentracédo maior de ligantes.

4.4. Teste de potencial de deposicéao

A fim de aumentar a intensidade do sinal analitico (a maior corrente) foi feito um
teste de potencial de deposicao, verificado a partir de amostra de agua do mar
contendo 5 nM de Fe. Assim, como nos testes de concentracdo de SA, foi utilizado 2
minutos como tempo de deposicdo e 15 minutos como tempo de equilibrio entre a
Salicilaldoxima e o Fe antes da leitura. Neste teste definiu-se o melhor potencial de
deposicdo 0 V (Figura 8), o0 mesmo usado em outros trabalhos envolvendo SA
(Abualhaija e Van den Berg, 2014; Buck et al., 2007; Rue e Bruland, 1995).

O teste t de student mostrou que os valores -0,1 e 0 V, apresentavam
similaridade nas médias (resultados encontram-se em anexo V). Isto explicaria por
gue razao existe alguns estudos que utilizam como valores de referéncia estes dois
potenciais como é o caso de Buck (2012), por exemplo.

Este potencial, 0 V, é proximo do potencial de oxidacdo do mercurio, que limita
a faixa positiva de potencial. Em caso de cargas positivas haveria menor absorcao
dessas espécies (Abualhaija e Van den Berg, 2014), por isso este valor é considerado

ideal para a deposicao das espécies de Fe.
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Figura 8. Grafico de Teste de potencial. Amostra da 4gua do mar com 5 nM, com tempo de
deposicdo de 2 minutos. Resultado pode ser verificado em Anexo V.

4.5 Velocidade de varredura para a especiacao:

Os resultados de determinacao de Ferro dissolvido mostraram repetibilidade do
sinal analitico sendo considerados ideais para a determinacdo deste elemento,
alcancando alta sensibilidade, com valores de até ~10 nA /nM (Anexo VI). Todavia,
durante a analise de especiacdo houve uma reducéo drastica na sensibilidade, de 10
para 1nA/nM. Segundo Croot e Johansson (2000) a reducdo da sensibilidade em
aguas costeiras pode ocorrer, devido a presenca de moléculas organicas surfactantes.

A sensibilidade (S) neste estudo € usada para calcular FeL (Feuni= S.ip),
empregado para reproduzir um segundo gréafico, em que se baseiam os modelos de
equilibrio quimico, utilizados para calcular a capacidade de complexacdo e a
constante de estabilidade condicional, resultado final da especiac¢éo organica. O S é
calculado usando a inclinac&o entre a intensidade da corrente com a concentracdo de
ferro onde, geralmente, ndo ha mais competicdo entre ligantes organicos e a SA,
obtendo uma resposta semelhante a que ocorre com a curva de adi¢cao de padréo as

amostras (Omanovi¢, Garnier e Pizeta, 2014).
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Uma das formas de aumentar a sensibilidade seria através do incremento da
velocidade de varredura, um dos parametros modificados no método descrito por
Abualhaija e van den Berg (2014). Para isso, foram testadas duas velocidades de
varreduras sendo elas lidas com tempo de deposicéo de 120 segundos, em amostras
de aguas costeiras coletadas proximas ao Mostardas regido também semelhante a
este trabalho (n=2) (Figura 9).

Notou-se, portanto, que a aplicagcdo de uma velocidade de varredura superior,
de 0,06V/s, como mostrado na figura 9, ocasionava um aumento de sensibilidade
(S=4.18), praticamente o dobro do valor encontrado na varredura com velocidade
menor, de 0,03V/s (S = 2.35), utilizada em estudos de Buck et al. (2012). Essa mesma
mudanca na velocidade de varredura foi feita nos artigo Abualhaija e van den Berg
(2014) Portanto, para as analises de especiacdo foi utilizada uma velocidade de
varredura de 0,06 V/s.

300

—8— 0,06 V/s
2504 | —0— 0,03Vis

200 A

150 A

iInA

100 A

50 4

0 20 40 60 80 100

Concentragao de Fe

Figura 9. Teste de velocidade de varredura, 0.06 V/s e 0,03V/s. Feito com uma amostra

coletada em Mostardas com centragdo incial 10,06. Resultado pode ser verificado em Anexo VII.

4.6. Equilibrio do Ligante competitivo
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O emprego de um ligante artificial na voltametria de redissolucdo catddica de
pulso diferencial consiste em duas fases: primeiro existe um equilibrio entre os ligantes
naturais, o ligante artificial e a adicéo de solugéao padréo de Ferro (Ill); a segunda fase
diz respeito a analise voltamétrica de pulso diferencial, que determina o complexo
formado complexo FeSA, sendo usado como base para o calculo de L de K'rel. O
tempo de reacéo entre o ligante artificial e os ligantes naturais varia de amostra para
amostra, dependendo de quais seriam o LA adicionado e os ligantes naturais
presentes, de modo que estes devem ser previamente testados antes de serem
analisados.

Tendo isso como base, foram feitos testes em amostras coletadas na costa do
Rio Grande do Sul: primeiro testou-se com adicdes de ferro, esperando cerca de 15
minutos e, por fim, 15 minutos antes da analise no potenciostato era adicionado SA,
ou seja, o tempo de equilibrio entre os ligantes naturais e o LA seria somente de 15
minutos, o mesmo tempo usando por Rue e Bruland(1995). O segundo teste era
adicionado SA esperando 15 minutos, depois eram feitas adigbes de solucéo padréo
de Fe(lll) e esperava-se 16 horas (overnight), (Figura 10). O tempo de espera
determinado para o teste foi estimado baseado nos trabalhos de Rue e Bruland (1995)
e Abualhaija et al. (2014).

As amostras que permaneceram um tempo de 16 horas ou mais apresentaram
uma linearidade ao final da curva de titulagdo, necessaria para o calculo de FeL.
Nessa etapa, existe menor competicdo entre os ligantes naturais e o ligante artificial
introduzido, reproduzindo uma curva de titulacdo muito semelhante a curva de
determinacao (Croot e Johansson, 2000). O mesmo protocolo havia sido descrito por
(Mahmood et al., 2015) em aguas estuarinas.

Existe muita controvérsia quanto ao tempo de reacdo necessario para que se
estabeleca o tempo de equilibrio entre os ligantes artificiais e a amostra. Para
amostras de zonas em que o ferro é um fator limitante, regido Central Norte do
Pacifico, foi necessario uma hora entre os ligantes e o ferro adicionado para cada
aliquota da amostra. Em 10 minutos apos a adicdo de SA a amostra era, entéo,
analisada. O mesmo método foi usado em ensaios fitoplanténicos, em que nao existe
limitacdo de ferro (Barbeau et al., 2001).

O menor tempo de equilibrio foi descrito por Kleint et al.(2016), para amostras
coletadas em uma hidrotermal, somente 15 minutos de tempo de espera antes da

analise, e todas as adi¢Oes de solucdo padréo de Fe efetuadas durante a analise com
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tempo de espera de 15 minutos entre cada uma delas. Estas amostras provinham de
condicbes anbmalas em termos de concentracdes de Fe e sem a ocorréncia de
producdo primaria envolvida ou influéncia de plumas de rios.

Outros LA podem apresentar diferentes tempos de tempo de reacdo. Para o
DHN na regiéo costeira do Leste da China foi empregado 30 minutos entre o LA e 0
Lx como tempo de equilibrio, sendo necessario entre as adi¢cdes de ferro de 17 horas
(Su et al., 2015), o mesmo tempo estipulado por van Den Berg (2006). Este também
foi o tempo estipulado para a analise de amostras oceéanicas do oeste do Atlantico
usando TAC (> 15 horas) (Rijkenberg et al., 2008).

As mudancas de tempo para cada adi¢cao de ferro ou mesmo de LA reiteram a
ideia de que cada amostra irA se comportar de uma maneira distinta, uma vez que
existe um namero maior ou menor de ligantes ali presentes que podem necessitar de
maiores ou menores tempos de reacao. Assim, esse teste mostra claramente que para
amostras costeiras do Rio Grande do Sul seriam necessarios esperar 16 horas para

que houvesse um equilibrio entre a SA e ligantes naturais (Figura 10).
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Figura 10. Teste do tempo de reacdo com amostra coletada em Cabo de Santa Marta
(representando aguas da plataforma) 28°S.Tempo de equilibrio de 15 minutos (A) e de 16 horas (B),
entre o equilibrio entre os ligantes naturais e SA e a leitura. Resultados podem ser verificados em
Anexo VIII.

4.7. Parametros de validacao

A necessidade de apresentar a qualidade das determinacdes quimicas, através
de sua comparabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida e, segundo Ribani et al. (2004), ja que dados analiticos ndo confiaveis podem
conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir
gue um novo meétodo analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis é
indispensavel a validacdo do Método. Neste estudo foi realizada a validacdo do

método voltamétrico, englobando Curva Analitica, Faixa Linear de Trabalho, Limite de
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Deteccdo, Limite de Quantificacdo, Exatidao e Precisdo. Os resultados destes testes

encontram-se na tabela 3.

4.7.1. Limite de deteccao e quantificacéo

Segundo a ANVISA, o limite de deteccdo (LD) esta relacionado a menor
concentracéo do analito que pode ser detectada, ndo assegurando sua quantificacéo
nas amostras. Pensando nisso foi determinado também o limite de quantificagcéo (LQ),
ou valor que o método € capaz de quantificar. Estes podem ser calculados por
diferentes métodos, pela relacdo sinal/ruido, por exemplo, ou mesmo pelos
parametros da curva analitica e baseado no desvio padrao obtido ao analisar material
de referéncia certificado ( van den Berg, 1986).

A determinacdo de LQ e LD foram feitos usando Material de Referéncia
Certificado (CRM), jA que o emprego somente com agua ultrapura e os reagentes
(denominado branco), mesmo com altos tempos de deposicdo (900s), néo
demonstraram resposta analitica. Este problema também foi descrito por Buck et al.
(2007), de maneira que, estes autores, também, usaram amostras de agua do mar
para fazer LQ e LD.

O limite de deteccdo e quantificacdo para as metodologias voltamétricas
propostas foi calculado com base no desvio padrdo encontrado na CRM, com 6
réplicas. Para o calculo do LD, multiplicou-se réplicas o desvio padréo por 3, e para o
LQ, multiplicou-se o desvio padrdo por 9. Os desvios padrdo foram obtidos nas
analises do material de referéncia certificado NASS-6. (1,06 nM L.Q e 0.32nM de L.D),
referente a determinacgéo, com velocidade de varredura 0,03V/s e NASS-5 (1.43 L. Q
e 0.43 nM de L.D) referente a velocidade de varredura 0,06 V/s.

4.7.2. Exatidao, recuperacgéo e preciséo

Exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como

verdadeiro. Para isso, foi usado um material de referéncia certificado (CRM), o NASS-
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6 para velocidade de varredura de 0,03 V/s (para determinacéo de ferro dissolvido) e
NASS-5 para velocidade de varredura de 0,06 V/s (especiacao organica do FeD).

Assim, obteve-se 92% de recuperacao para Nass-6 e 107% de recuperagao para
NASS- 5, considerados mostrando aceitveis para a anélise em questéo, j4 que se
enquadram entre 70 e 120% (Ribani et al., 2004).

Os calculos empregados para a determinacao da precisao foram baseados na
razdo entre o desvio padrao relativo e a média (ambos do CRM), também conhecido
como coeficiente de variacao (CV). O valor obtido foi de 1.96% (para o menor valor
de velocidade) e 3.6% (para o maior valor de velocidade). Ou seja, CV = SD/média*
100, os valores de preciséo e recuperacdo, obtidos neste trabalho, sdo considerados
confidveis para esse tipo de método voltamétrico, ja que se encontram na faixa ideal
descrita por Ribani et al. (2004) (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados de Validacdo do método, (n=6). Resultados brutos encontram-se em

Anexo IX.
Este
CRM LQ LD . ~
[M] tra[glz\;l/:]ho [M]: [nM] Precisdo Recuperacao
NASS-6 8.,7+0,82 8,14+0,11 1,06 0,32 1.96% 95%
NASS-5 3.71+0,62 3,98+0.14 1,43 0,43 3.96% 107%

4.7.3. Linearidade

Segunda a Anvisa, linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica
de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracéo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

Tendo como base que as amostras de aguas costeiras da Plataforma
Continental Sul Brasileira possuem concentracées de Fe geralmente superiores a 2
nM em que a variagdo possivelmente nédo ultrapassaria 100 nM (Windom et al., 2006),
foi estipulado que a faixa trabalho nao ultrapassaria o valor de 10 nM. Logo, a faixa
escolhida para o teste de linearidade seria até esse valor, uma vez que as amostras
poderiam ser diluidas em até 10 vezes (Laglera, comunicacao pessoal). Nota-se que
ha linearidade nessas condicbes como demonstrado por r2=0.99 da Figura 11, valor
recomendado pela ANVISA e acima do valor recomendado pelo INMETRO (r2=0.90).
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Figura 11. Teste da linearidade de uma amostra de agua do mar, com adicdes de até 10 nM
de Fe. Resultados podem ser encontrados em Anexo X.

5. Protocolo de Especiacgéo:

A partir dos resultados encontrados nesse trabalho foi possivel desenvolver um
protocolo de analise. Neste protocolo encontram-se a descricdo de procedimento de
analise em laboratério para a determinacao de ferro total dissolvido e a especiacdo
organica de ferro em aguas costeiras sob forte influéncia de acidos humicos sob forte

recomendacdao de utilizacdo de salicilaldoxima como ligante artificial.

Determinacéao de ferro dissolvido total:

1) Em campo:

a. A coleta da amostra deve ser feita de maneira limpa, garantindo o
menor contato com o ar possivel, recomenda-se o emprego de
garrafas teflonadas Go-flo ou o0 modelo do tipo “fish” com o uso de
capelas portateis.

b. As amostras em campo devem ser, imediatamente, congeladas.

2) Em laboratoério:

a. As amostras devem ser acidificadas a um pH 1,8 e colocadas durante
5 horas em fotoreator de UV, que contenha uma lampada de vapor de
mercurio de 60 W.
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b. Apés o resfriamento da amostra, € adicionado solucdo de
salicilaldoxima com uma concentracao final de 25 yM. As amostras,
entdo, devem permanecer durante 15 minutos em equilibrio com o
ligante artificial. Logo em seguida é neutralizada com NH4sOH (2 M),
sendo em seguida tamponada com borato de amoénia (1,5 M), pH 8.2,
e, por fim, analisada por voltametria de pulso diferencial. Os
parametros voltamétricos encontram-se na tabela abaixo (Tabela 4.).

Tabela 4. Tabela de pardmetros voltametricos para determinacao e especiacéo de ferro. * Para

a determinacéo a velocidade de varredura empregada é inferior 0,03V/s.

PARAMETROS
VOLTAMETRICOS

Csv

MODO
PURGA (AR
COMPRIMIDO)
VARREDURA
POTENCIAL DE
DEPOSICAO
TEMPO DE
AMPLITUDE
VELOCIDADE DE
VARREDURA
TEMPO DE
EQUILIBRIO
VELOCIDADE DE
AGITACAO
TAMANHO DA GOTA

Pulso diferencial
120s
0V -0.85V

ov

0,05

0,06 V/s*

10 s

Para cada uma das leituras é feita uma reta, empregada para o calculo da

concentracdo da amostra. Neste protocolo recomenda-se que antes que seja feita

uma analise de qualquer amostra sejam verificados: temperatura da sala, entrada de

gases (verificando a presenca continua na formacdo de peroxido em -0,1V),

verificagdo do pH entre todas as analises, verificagdo do condicionamento da célula

com a estabilidade das leituras, garantindo, portanto, que todas as adi¢des de solucao

padrdo apresentem a mesma intensidade de sinal sem que haja perda de FeSA:z para

a célula voltamétrica.



52

Especiacao organica

1) Em laboratério (com as amostras devidamente coletadas e filtradas em
0,2um):

a. Descongela-se a amostra, ndo sendo necessario acidifica-la,
separando em aliquotas de 10 ml, usa-se frascos Falcon©
aclimatados, sendo recomendado 3 brancos, ou seja, sem que haja
adicao de solucéo de ferro e pelo menos 10 aliquotas ao todo.

b. As amostras separadas devem ser tamponas com solucédo 1,5 M de
borato de amonio solucao final 0,7mM.

c. Emcadaum dos frascos deve ser adicionado concentragéo de solucao
de ferro de 0 — 170Nm, a faixa de concentracéo estipulada depende
da concentragédo encontrada na determinacgéo de ferro dissolvido. Por
exemplo, a concentragéo 0, seria a concentracao inicial da titulacao da
especiacao, caso esta seja 2,5 nM sabendo que em regides costeiras
em que a concentracdo de ligantes seria maior, a faixa de trabalho
deveria ser de 0- 80 nM. De modo que em concentracdes superiores
em que a determinacdo encontrada de 40 nM, por exemplo, a faixa
recomendada € de até 170 nM. Apds espera-se 15 minutos de reacao
entre a solugcédo padréo de Fe e os ligantes naturais encontrados na
amostra. Recomenda-se que ndo sejam usados altos volumes de
solucéo padrdo de Fe, uma vez que as amostras podem estar sendo
acidificadas. A escolha dessa faixa de trabalho baseia-se no fato que
amostras costeiras possuem uma maior concentracdo de ferro (Su et
al., 2015).

d. Em cada uma das aliquotas contendo tamp&o, a amostra e solucao
padrdo de Fe devem ser adicionadas solucdo de salicilaldoxima, com
concentracéo final de 25uM.

e. Por fim as amostras devem ser analisadas segundo os parametros
voltametricos descritos na tabela 4.

f. Os resultados apresentados nessa curva de titulacdo devem ser
calculados segundo modelos de linearizagdo Ruzic/van den Berg, ou
Scatchard, ou isoterma de Langmuir. Recomenda-se o emprego do
software ProMCC para os célculos de especiacao.

Aos frascos Falcon© aclimatados sdo condicionados durante dez dias em
frascos condicionados com agua ultrapura, 50uL de KCI (3M), tamponada com uma
concentracdo final de 10mM de borato de amdénio, sendo trocada a solucao
diariamente. Cada frasco possui uma concentracdo pré-estabelecida que variava

entre 1 — 170 nM (Figura 12). Depois cada um dos frascos era lavado com agua
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ultrapura tamponada, para que ndo houvesse perda do condicionamento, utilizando a

mesma agua empregada para lavar a célula voltamétrica entre as analises.

A) B) Q D)

Solugdotampdo e Adigdo de Solugdo padrio
solucdo de SA de Ferro

. o

-+
93080808 » .©
0 - % - |7
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A}
\

Figura 12.. Esquema da especiacao organica. A) primeira etapa em que é adicionada solucao
tamp&o e SA. B) Adicéo de solucdo de padréo de ferro. C) Resultado obtido na voltametria (curva de
titulacdo). D) Resultado da especiacdo organica (concentracdo de ligantes totais e constante de

estabilidade)

6. Conclusao

Este trabalho adaptou métodos voltamétricos que empregavam salicilaldoxima
com ligante artificial estabilizando o sinal analitico e mantendo uma intensidade de
sinal suficiente para que seja possivel a analise de ferro dissolvido em aguas costeira
com concentracdes elevadas de ferro dissolvido total, como € o0 caso de aguas da
Plataforma Continental Sul Brasileira.

Além disso, foi criado um protocolo de analise confiavel com base nos resultados
obtidos, com baixos limites de quantificagdo, tanto para determinacdo quanto para
especiacdo, além de recuperacao e precisdo considerados aceitaveis.

Assim, este capitulo mostra que com essas adaptacdes e principalmente com as
mudancas feitas em relacdo ao sistema do eletrodo de trabalho e purga, em que nao
se oxida com tanta facilidade o mercurio, € possivel analisar ferro em altas
concentracbes em regides costeiras. Ou mesmo em regibes mais oceanicas,
concentracdes inferiores, seus ligantes e suas respectivas constantes de estabilidade.
Este capitulo proporcionou a elaboracao deste protocolo mostrar de modo simples que

o emprego de salicilaldoxima para aguas ricas em acidos humicos pode ser uma
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opcao para qualquer laboratério que queira analisar especiacao organica do ferro.
Uma vez que ndo ha muitas modificacbes no equipamento, com o objetivo de
comprovar isso, 0 segundo capitulo baseia-se em analise de 4guas costeiras com

aplicacéo destes métodos.
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CAPITULO 2 — ESPECIACAO ORGANICA DO FERRO NA PLATAFORMA
CONTINENTAL DO SUL DO BRASIL

Resumo

A especiacao organica de ferro dissolvido foi investigada ao longo da Plataforma Continental Sul
Brasileira, em transectos perpendiculares na altura do Farol do Albarddo durante o inverno e o verédo
de 2015 e Cabo de Santa Marta no inverno, com o NOc Atlantico Sul. Amostras de 4gua de superficie
e de fundo, foram coletadas usando garrafas Go-Flo e com o sistema do tipo “fish”, para analise de
nutrientes inorganicos dissolvidos. A andlise do Diagrama TS de massas de dgua mostrou a presenca
de trés massas d’agua na area investigada, Agua Tropical (AT), Agua Subtropical de Plataforma (ASTP)
e Pluma do Rio da Prata (PRP), no verdo em 50 km da costa (superficie e fundo) e no inverno em até
10 m de profundidade. As maiores concentracdes de silicato, fosfato, e ferro dissolvido (FeD) foram
registradas na pluma do Rio da Prata em ambos os transectos. As concentra¢cfes de FeD e todos os
nutrientes analisados foram menores nas massas de agua mais oligotréficas, ASTP e AT, com excecao
do nitrato em Santa Marta presente na AT. Tal anomalia foi verificada concomitantemente com a
presenca de ligantes organicos na mesma regido, associada a producdo biologica. Baixas
concentracdes de ferro livre (Fe*3) foram observadas, ndo chegando a 1% do FeD da amostra. Além
disso, foram verificadas altas capacidades de complexacéo (L) e excesso de ligantes (eL) em todos os
transectos, superando os teores de ferro dissolvido, mostrando que existe mais ligantes na regido, o
que garante a solubilidade deste elemento. Os valores da constante de estabilidade registrados nos
dois periodos amostrados variaram entre 12,32 e 8,97, o que indica a presenca de até trés classes de
ligantes. Os resultados apresentados nesse trabalho foram semelhantes aos de outras regides ricas
em &cidos humicos, regides de descargas pluviais, e com elevadas taxas de producao bioldgica. As
altas concentra¢cBes de ferro dissolvido sobre a plataforma podem ter influenciado a formacdo de
ligantes, o que, por sua vez, gerou elevada capacidade de complexacédo ao longo de todos os
transectos, mantendo o ferro soltvel na coluna d’agua, e consequentemente, o mantendo biodisponivel.
A maior solubilidade permite inferir que essa regido atua como zona exportadora de ligantes para o

oceano adjacente.

1. Introducéo

O ferro é um elemento essencial para inUmeras formas de vida marinha, sendo
fator limitante principalmente para a producéo primaria, estando inclusive associado
a processos de glaciacdo e deglaciacdo (Martin, Gordon e Fitzwater, 1990). Embora
esse elemento seja 0 quarto elemento mais abundante na crosta terrestre, em meio
oceanico suas concentracdes sdo muito pequenas, variando entre 0,09 a 0,77 nM
(Rue e Bruland, 1995).
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Esse elemento permanece estavel em meio oceanico na forma de Fe(lll),
espécie quimica menos sollvel, essa caracteristica afeta a sua presenca em bacias
ocedanicas, por isso este elemento apresenta baixas concentragbes (Liu e Millero,
2002). As maiores concentracfes de ferro nos oceanos sdo encontradas préximas a
regides em que ha aportes atmosféricos, diagéneses de rochas e sedimentos, inputs
fluviais e fontes hidrotermais.

A solubilidade do ferro pode ser alterada quando este passa a se complexar a
moléculas organicas, também chamadas de ligantes orgéanicos (Gledhill, e Buck,
2012), que retardam sua precipitacdo, mantendo-o soluvel e, por consequéncia
biodisponivel. Esta caracteristica tem feito a comunidade académica se voltar para
estudos relacionados a especiacdo organica desse elemento nos ultimos anos
(Caprara et al., 2016). Assim, a grande maioria das bacias oceénicas ja foi avaliada
guanto a presenca de ligantes, sendo reconhecido que cerca de 94-99% do ferro
dissolvido encontra-se na forma complexada (van den Berg, 1995; Rue e Bruland,
1995), reforgcando a necessidade de estudos relacionados a este aspecto.

Embora haja um aumento do interesse da comunidade cientifica neste tema,
existe uma caréncia de dados no Atlantico Sul. Dos estudos encontrados, Rijkenberg
et al., (2014) abordam a distribuicéo de ferro total em um transecto meridional a oeste
do Atlantico, localizado a 1000km da costa brasileira. Posteriormente, Gerringa et al.
(2015) estudaram a especiacéo orgéanica do ferro neste mesmo transecto, sendo o
Unico trabalho relacionado a este tema no Atlantico Sul referente a bacias oceénicas
até entdo.

Em relacdo a ambientes costeiros, foi encontrado somente um estudo que
relaciona a distribuicdo e as fontes de ferro na regido de estudo deste trabalho, a
Plataforma Continental Sul Brasileira (PCSB). Windom et al. (2006) relacionaram as
altas concentragfes deste elemento com a descarga de agua subterranea (DAS) na
regido, diferente do que se esperava, uma vez que a mesma sofre influéncia de altas
descargas fluviais. Posteriormente, Niencheski et al. (2014) associaram 0S processos
de transporte, distribuicdo e fontes de nutrientes, elementos-tracos (entre eles, o ferro)
e alguns tracadores de DAS (°?°Ra; ?**Ra; ?*°Ra e ?®Ra) para a mesma regido.

A PCSB ja foi estudada por inUmeros autores por possuir caracteristicas
peculiares, como a influéncia de dois grandes corpos hidricos, a Lagoa dos Patos e
o Rio da Prata, com vazdes distintas, aléem da influéncia sazonal na constituicdo das

massas de agua costeiras (Moller et al., 2008). Essa regido, em especial, também
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apresenta a influéncia de descargas de agua subterranea que auxiliam na intrusédo de
nutrientes e elementos traco para a regido costeira (Niencheski et al.,, 2007,
Niencheski, Windom e Moore, 2014). Estas fontes de elementos dissolvidos para a
costa contribuem para que nesta regido exista o0 maior potencial pesqueiro de todo o
litoral brasileiro (Haimovici et al., 2006).

Deste modo, o estudo da especiacdo organica do ferro € essencial para a
compreensao dos ciclos biogeoquimicos no ecossistema marinho dessa regido. Assim
nesse capitulo pretende-se aplicar o0 método descrito no capitulo 1, em amostras
oriundas de cruzeiros oceanograficos na costa do sul do Brasil. Uma vez que esta
regido € muito complexa, possui inmeras influéncias fluviais, descargas de agua
subterrdnea, além de ser influenciada por cinco massas de agua. Dessa forma,
através da avaliacdo da capacidade de complexacéo e a constante de estabilidade
condicional do ferro dissolvido, ou seja, deste estudo pioneiro de especiacdo organica
na Plataforma Continental do Sul do Brasil, pretende-se obter parametros primarios
para o aprofundamento do conhecimento das relagdes deste elemento e seus efeitos
na cadeia trofica.

2. Areade estudo

A Plataforma Continental Sul Brasileira (PCSB) apresenta uma importante
dominancia sazonal de diferentes massas de agua (Mdller et al., 2008). Localizada
entre as latitudes de 28,5°S e 34°S, a PCSB € mais estreita na parte norte (110 km) e
mais larga no Sul (acima de 170 km), e a sua quebra de plataforma esta localizada na
isGbata de 180 m.

O assoalho da PCSB é bem homogéneo em sua totalidade, porém abriga varias
depressdes relacionadas a transgressdo do Ultimo Maximo Glacial, como o
paleocanal do Albardéao, dentre outros (Abreu, De e Calliari, 2005).

A PCSB possui uma grande contribuicéo de aporte fluvial principalmente oriundo
da Lagoa dos Patos (RS) e do Rio da Prata (Uruguai) (Moéller et al., 2008; Piola, et al.,
2000). A influéncia da pluma do Rio da Prata em direcdo norte na PCSB depende dos
ventos costeiros (Guerrero et al., 1997), os quais favorecem o0 seu transporte em

direcéo nordeste durante o outono e inverno. Elevados aportes fluviais condicionam a
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formacdo da pluma, criando um gradiente salino na plataforma que tem um forte
impacto na dinamica da PCSB (Mdller et al., 2008).

Ao sul da PCSB encontra-se uma regido proxima ao Farol do Albardéo,
caracterizada como um dos grandes potenciais pesqueiros do litoral brasileiro
(Haimovici et al., 2006) e por apresentar caracteristicas diferenciadas em relacdo a
topografia e dindmica das massas de agua (Attisano, 2007).

Além disso, uma formacdo de barreiras do quaternario proporciona para o
extremo sul do Brasil um afloramento propicio e ja bem estudado de descarga de agua
subterranea (DAS) que enriquece a PCSB. Na regido do Paleocanal do Albardéo,
Attisano (2012) sugere que esta estrutura funciona como uma facilitadora do processo
de Descarga de Agua Subterranea (DAS) na plataforma, funcionando como fonte de

nutrientes e tendo impacto direto na produtividade priméaria do meio.

Ao Norte no estado de Santa Catarina encontra-se o Cabo Santa Marta, cuja plataforma, em
contrataste com o Albarddo, é caracterizada por ser estreita e de declive acentuado. Plataformas
continentais com essas caracteristicas tendem a favorecer a ressurgéncia costeira, a qual pode ocorrer
na primavera ou no verdo nessa regido. Nessa situacdo, o predominio de ventos de nordeste facilita a
penetracdo da Agua Central do Atlantico Sul (ACAS) na plataforma continental, enriquecendo as aguas
costeiras com nutrientes (Acha et al., 2004).

Do Chui (33°44’S) até o Cabo de Santa Marta (28°36’S), na PCSB, cinco massas
de agua interagem. As aguas, de menor salinidade, da Pluma do Rio da Prata (PRP)
interagem com as da Agua Subantartica de Plataforma (ASAP) transportada pela
Corrente da Patagbnia, e com as massas de agua oceanicas transportadas pela
Corrente do Brasil (CB).

Dessas cinco massas de agua, a Agua Subantéartica de Plataforma (ASAP) e a
Pluma do Rio da Prata (PRP) sdo ambas separadas em termos latitudinais, variando
sazonalmente e em algumas ocasides podendo coexistir na mesma latitude quando a
PRP permanece sobre a ASAP (Figura 13).

Durante o verao e a primavera, a forte influéncia de ventos de nordeste restringe
a PRP aregiao sul préxima ao Albardéo, cerca de 32°S, alcangando, entretanto, até
200 km de extensédo em direcdo (Figura 13B) (Mdller et al., 2008). Durante o outono e
inverno, as maiores descargas continentais e ventos de sudoeste forgcam tanto o
deslocamento da PRP em dire¢do norte, como a sua manutencdo em uma faixa
paralela a costa (50-70km) (Piola et al., 2005) (Figura 13A). Como consequéncia, a

Agua Tropical, a Agua Central do Atlantico Sul (ACAS) e a Agua Subtropical de
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Plataforma (ASTP) sdo mantidas afastadas da plataforma interna e intermediaria
(Piola, Alberto R et al., 2000).
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Figura 13 Esquema de massas de agua modificado de Mdller et al. (2008), A) representa

inverno e B) verao.

A PRP é o somatério de descargas fluviais gerados do complexo Patos-Mirim
além da propria descarga de &agua provinda do Rio da Prata, cujo padrao de
distribuicdo varia primariamente devido a forcante do vento e, em menor escala, ao
volume de descarga continental (Piola et al., 2005). A AT € uma agua mais guente e
salina, transportada na direcao sul pela corrente do Brasil, sendo formada pela intensa
radiacdo e excesso de evaporacao (Silveira et al., 2000). J& a ACAS possui
temperaturas mais amenas e menor salinidade, sendo formada no afundamento na
Convergéncia Subtropical. Essa sendo encontrada em profundidades maiores e, em
raras excecoOes ressurge sobre a PCSB, como em Santa Marta, por exemplo. Segundo
Piola (2000), a ASAP ¢ oriunda da Argentina, trazida pela Corrente da Patagonia,
formada devido ao excesso de precipitacdo e do degelo que entra na plataforma
continental proximo a 55°S e, ao atingir a PCSB, é diluida por descargas continentais,
reduzindo sua salinidade e mudando suas caracteristicas. Ja a Agua Subtropical de
Plataforma (ASTP) é formada pela mistura entre AT e PRP ou pela mistura entre AT
e ASAP (Mdller et al., 2008; Piola et al., 2008).
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Os indices termo-halinos utilizados neste trabalho para classificacdo destas
massas de agua foram baseados na revisdo de Ciotti et al. (2014) e encontram-se

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Resumo dos dados de temperatura e salinidade para a Classificagcbes de massas de
agua.Fonte:Ciotti et al. (2014)

Massa de agua Temperatura Salinidade
Agua Tropical T>18°C S>36
(AT)
Agua Central do Atlantico Sul T< 14 oeste 35.6 <S<34.2
(ACAS) T<21 Sul
Agua Subantartica de Plataforma T<14(Oeste) 33.5<5<34.2
(ASAP) T <21 (Sul)
Pluma do Rio da Prata S<335
(PRP)
Agua Subtropical de Plataforma T>14& 33.5<5<35.3(0)
(ASTP) T>18.5 (O) 35.3< S<36(S)
T>21e
T 220 (S)

3. Materiais e métodos

As amostras foram coletadas a bordo do Navio Oceanogréfico Atlantico Sul —
FURG, durante dois periodos, janeiro e julho de 2015, os quais se caracterizavam
respectivamente, como periodos de inverno e verdo (Figura 14), usando dois
procedimentos distintos. No verdo, as amostras foram coletadas usando garrafas
teflonadas, tipo Go-Flo, com guincho préprio para a coleta de metais (cabo Kevlar).
Foram coletadas amostras de superficie e fundo em 7 estacdes localizadas até 178
km da costa no transecto do Albardéo (Fig. 14A). As amostras foram imediatamente
filtradas com auxilio de filtro com 0,2 um de didmetro de poro (acetato de celulose),
em seguida, foram congeladas e mantidas nestas condicbes até o momento da

andalise.
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Figura 14. (A) Transecto Albardao (Ax) verdo 2015 até 178 km da costa ( AO7 E A08) refere-
se a Contreira-Pereira( em preparo), também coletados neste mesmo transecto, e (B) Transecto de

inverno ( ao Sul Albardao(Ax) ao norte Santa Marta (STx).

Nas coletas de inverno (Fig. 14B) a amostragem de agua de superficie (10m) foi
efetuada com um sistema tipo “fish”, usando uma mangueira acoplada a uma bomba
peristaltica e uma capela portatil. Somente amostras superficiais foram coletadas.

Os parametros fisico-quimicos foram mensurados in situ usando CTD (SeaBird
SBE9plus e SeaBird SBE19plus) medindo temperatura e salinidade. Os demais
parametros foram analisados in loco com um termosalindmetro (YSI Modelo 30/10
FT); - pHmetro (Mettler Toledo Modelo MP 120); Oximetro (PRO 20 Dissolved Oxygen
Instrument, YSI®).

As amostras destinadas a determinacédo de nutrientes dissolvidos inorganicos
foram filtradas imediatamente apds cada coleta, em filtro de acetato de celulose com
porosidade de 0,45 um, utilizando-se bomba a vacuo. Apoés a filtracdo, as amostras
destinadas as analises de nitrato, fosfato e silicato foram acondicionadas em frascos
de polietileno e, entdo, congeladas, para posterior analise (em laboratério fixo,
Laboratério de Hidroquimica - FURG). As analises seguiram a metodologia descrita
por Baumgarten, Wallner-Kersanach e Niencheski( 2010).

Todo o material usado para a coleta e para a andalise de elementos tracos foi
limpo seguindo o protocolo de Cutter et al., (2010). Para a determinacdo e a
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especiacao do ferro foi empregado o método descrito no capitulo anterior. As amostras
de inverno foram coletadas superficialmente, a 10 metros de profundidade.

Para os resultados de FeD foi feita uma andlise de diluicdo. Para isso, foi

FeDfringi—FeDinjcial

calculado uma estimativa de FeD por quilometro, , desse modo é

quilometro

possivel verificar nM/km, os valores de inicial e final, s&o de maior concentracédo e
menor concentragao, respectivamente. O valor superior, geralmente, refere-se aquele
mais préximo a regiao costeira e o inferior em locais mais afastados.

Ja os resultados de especiacao foram baseados nos trés modelos de especiacao
descritos em Pizeta et al. (2015), usando o software gratuito, denominado PROMCC
(Omanovi¢, Garnier e Pizeta, 2014), no qual é possivel usar os modelos de
linearizacdo de Ruzic/van den Berg, e Scatchard, e ndo-linear para a isoterma de

Langmuir.

4. Resultados e Discussao

Massas de agua

A andlise da composicao das massas de agua presentes durantes as coletas
nos dois periodos amostrados, foi realizada através de Diagramas TS (Figura 15).
Ambos os periodos foram marcados pela presenca da Pluma do Rio do Prata (PRP),
essa massa de agua é caracterizada pela baixa salinidade e durante o periodo de
dezembro a mar¢co permanece limitada até a latitude de 32°S (Mdller et al., 2008),
podendo atingir até 200 km da costa (Ciotti, Mahiques, de e Mdéller, 2014). Isso justifica
a presenca da pluma mesmo em estagOes a 170 km, sendo presente no verao em
todo o transecto do Albardéo.

Durante o verao no transecto do Albardao (Figura 15A), foi verificada a presenca
da PRP, ASTP, ASAP, AT e ACAS nas duas Ultimas estacdes. Estas encontram-se
na quebra de plataforma, em profundidades de até 1500 metros e, por isso, foi
possivel encontrar massas de agua com caracteristicas tdo distintas ao longo da
coluna d’agua. Como as coletas para analise de ferro neste cruzeiro foram
exclusivamente superficiais, somente as massas de agua PRP e ASTP foram

amostradas.
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No inverno (Figura 15B), antagonicamente, a ASTP e a AT nas duas ultimas
estacdes fazem parte da camada de superficie, onde foram coletadas amostras para
este trabalho, embora novamente tenha sido evidente a influéncia da PRP em até 120
km da costa, nesse periodo. A ACAS e ASAP foram encontradas em maiores
profundidades.
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Figura 15. Diagrama TS e concentracdo de Oxigénio Dissolvido, no transecto do Albardéo -
A) de verdo e B) de inverno. ACAS- Agua Central do Atlantico Sul ; AT- Agua Tropical; ASTP — Agua
Subtropical de Plataforma; ASAP- Agua Subantartica de Plataforma e PRP — Pluma do Rio da Prata.
Resultados em Anexo XI.

O Transecto de Santa Marta no inverno, mesmo localizado mais ao norte,
também apresentou influéncia da pluma do Rio da Prata na regido costeira até 20 km
de distancia da costa, como pode ser observado a esquerda da figura (Figura 16).
Durante o inverno ventos de sudeste permitem o deslocamento da pluma ao longo da
costa, podendo alcancar distancias maiores na direcdo norte, entretanto permanece
restrita longitudinalmente (Moller et al., 2008; Piola. et al., 2000).

Nesse transecto, a ASAP foi encontrada na segunda estagdo e mais
superficialmente, na zona fética, assim como em camadas mais profundas a 100 km
da costa. Nas demais estagbes, a AT, ASTP e ACAS foram encontradas mais

afastadas da costa. As amostras para a analise de ferro foram coletas somente em

8.75

@85
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superficie e, como pode ser visualizado no diagrama TS, correspondem as massas
d"agua AT e ASTP.

Oxigénio [mg/l]

PRP ATSP
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Figura 16. Diagrama TS e Oxigénio Dissolvido no inverno, no transecto de Santa Marta.
ACAS- Agua Central do Atlantico Sul ; AT- Agua Tropical; ASTP — Agua Subtropical de Plataforma;
ASAP- Agua Subantartica de Plataforma e PRP — Pluma do Rio da Prata. Resultados em Anexo XI.

Nutrientes dissolvidos

As massas de agua sao caracterizadas nao s6 pelos parametros fisico-quimicos,
mas também por sua composicao de nutrientes inorganicos. No transecto do Albardao
durante o verdo foram avaliados apenas os dados de nutrientes inorganicos
dissolvidos relativos a pluma do Rio da Prata, uma vez que as amostras para analise
do ferro foram coletadas somente nessa massa d’agua. Ja no inverno somente a
influéncia da AT, ASTP, PRP foi avaliada, referente a camada superficial, ja que nao
se efetuou coletas em profundidades superiores a 10 metros de profundidade, tanto
no Albarddo quanto no transecto de Santa Marta.

As maiores concentracdes de silicato foram encontradas em zonas costeiras,
sob influéncia da PRP, alcancando até 55 puM. E sabido que essa massa de agua
caracteriza-se por introduzir silicato (Mdller et al., 2008), tendo sido evidenciado nos
dois periodos de coleta no Albardao (Figura 17). Nessa regiéo o silicato apresenta um
comportamento inversamente proporcional a salinidade, ou seja, quanto a maior
descarga de agua doce maior a sua concentragdo, evidenciado principalmente no
periodo de inverno (Figura 17B). Isso justifica suas maiores concentracfes nesta

estacdo do ano, periodo de maior descarga fluvial. O silicato pode ser considerado
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um elemento conservativo nessa regido, uma vez que a remocao biologica desse
elemento é pequena diante do seu aporte continental (Braga et al., 2008).

A Figura 17A refere-se ao periodo de verdo e para esta amostragem foram
coletadas amostras somente na zona costeira, onde se encontra a PRP. Para este
periodo e local também se evidenciou maiores concentracdes de silicato para esta
massa de agua.
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Figura 17. Distribuicdo da concentragdo de silicato inorganico dissolvido (uM) no periodo de
verdo ao longo do diagrama TS. A) Referente a transecto do Albarddo (Verdo). B) Referente ao
transecto do Albarddo (Inverno). AT- Agua Tropical; ASTP — Agua Subtropical de Plataforma; ASAP-
Agua Subantartica de Plataforma e PRP — Pluma do Rio da Prata. Resultados em Anexo XI.

Em relacdo ao nitrato, durante o inverno (Figura 18B) foi verificada uma
diminuicdo em suas concentragdes no sentido costa para o oceano, ou seja, 0 nitrato
apresenta uma tendéncia a diluicdo da PRP para as demais massas d’agua coletadas
no Albard&o. As menores concentracdes foram verificadas no inverno nas massas de
agua AT e ASTP (15B a direita da figura). Todavia, no verdo (Figura 18A), a PRP

apresentou maiores concentracdes na agua de fundo.
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Figura 18. Distribuicdo da concentracédo de nitrato inorganico dissolvido (uM) para o periodo

de verdo ao longo do diagrama TS A) Referente ao transecto do Albardao (Verdo). B) Referente ao

transecto Do Albarddo. AT- Agua Tropical; ASTP — Agua Subtropical de Plataforma; ASAP- Agua

Subantartica de Plataforma e PRP — Pluma do Rio da Prata. Resultados em Anexo XI.

Assim como o silicato, o fosfato também apresenta caracteristicas de um

elemento provindo de fontes continentais, sendo uma das caracteristicas da presenca

da pluma na plataforma continental (Piola et al., 2000), durante os dois periodos no

transecto do Albardao (Figura 19). Isso pode ser observado tanto no verao quanto no

inverno em que PRP apresentou altas concentracdes de fosfato (Figura 19). Esta

distribuicdo do fosfato também foi descrita por Braga et al.,(2008) para a mesma

regiao.
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Figura 19. Distribuicdo da concentragdo de fosfato inorgénico dissolvido (uM) para o periodo

de verdo ao longo do diagrama TS. A) Referente ao transecto do Albardao (Verao). B) Referente ao

transecto do Albard&o (inverno). AT- Agua Tropical; ASTP — Agua Subtropical de Plataforma; ASAP-

Agua Subantartica de Plataforma e PRP — Pluma do Rio da Prata. Resultados em Anexo XI.

Em Santa Marta, no periodo de inverno, a presenca da pluma do Rio da Prata

enriqueceu a agua em fosfato e silicato (Figura 20A e 20B). Por sua vez na AT e ASTP

foram encontradas baixas concentracbes de silicato e fosfato, porém altas

concentracbes de nitrato. A presenca unicamente desse nutriente em alta

concentracdo pode estar associada a presenca de cianobactérias do género

Trichodesmium, um organismo fixador de nitrogénio. Segundo Goncalves-Araujo et

al. (em preparo) ha evidéncias da presenca deste género na AT, na Plataforma

Continental Sul Brasileira.
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Figura 20. Distribuicdo da concentracdo de Silicato [uM] (A), Fosfato [uM] (B) e Nitrato [uM] (C)
inorganico dissolvido para o periodo de inverno ao longo do diagrama TS no Transecto de Santa Marta
.AT- Agua Tropical; ASTP — Agua Subtropical de Plataforma; ASAP- Agua Subantartica de Plataforma
e PRP — Pluma do Rio da Prata. Resultados em Anexo XI.

Os resultados mostram que as aguas superficiais compostas por AT e ASTP
apresentaram as menores concentragcdes de todos os nutrientes analisados, em
ambos os periodos, inverno e verao (Figura 17, 18,19 e 20), com excec¢ao do nitrato
na regiao de Santa Marta. O motivo pelo qual essa massa d’agua (AT) se comporta
dessa forma pode ser explicado pelo fato de que quando esta atinge a PCSB, chega
exaurida em nutrientes, devido a total assimilacéo pelo fitoplancton ao longo do seu
deslocamento na dire¢g&o sul. A mistura da PRP com a AT gera a ASTP, pobre em
nutrientes.

A presenca da PRP é importante para a cadeia trofica, uma vez que promove o
enriquecimento da coluna d’agua com nutrientes, especialmente durante o inverno,
onde as concentracdes de clorofila geralmente sdo aproximadamente o dobro quando
comparadas ao verdo (Garcia, 2007; Golcalves-Araujo et al., em preparo). Nossos
resultados revelam um enriqguecimento de fosfato, silicato e mesmo nitrato na zona
fética nos dois periodos, associado a pluma, cuja presenca foi observada até a

profundidade de 50 metros, favorecendo o crescimento do fitoplancton.
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Distribuicao de Ferro dissolvido

A Figura 21 apresenta as concentracdes de Ferro Dissolvido (FeD) referentes as
coletas realizadas no periodo de verdo para a regido do Albarddo. Nesta estdo
representados os dados referentes as analises propostas por este trabalho, assim
como os dados provenientes das determinacdes de FeD realizadas por Contreira-
Pereira (em preparo) em amostras provenientes na regiao de quebra de plataforma
coletadas no mesmo periodo.

No periodo de verdo, as concentracfes de ferro dissolvido (FeD) foram mais
elevadas nas amostras das estacfes situadas mais proximas a costa, no Albardéo,
(Figura 21) diminuindo & medida que se distanciava da costa, de 34,81 para 1,74 nM,

concentragdo maxima e minima respectivamente (Figura 21).
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Figura 21.Distribuicdo da concentracdo de FeD (nM) no transecto do Albardédo no Verédo 2015. Dados
deste trabalho até 100 km da costa e dados Contreira-Pereira (em preparo). (n=12). . Resultados em

Anexo XI.

As variacdes de concentracdo desse periodo tiveram um comportamento de
diluicdo a partir da costa seguindo uma curva com declividade de 0.30 nM.km-,
possuindo um r2 = 0.68. Esse valor foi calculado considerando apenas os resultados
da pluma, ou seja, subtraindo a presenca das demais 4 massas de aguas que ali se
encontravam, nas estacfes mais profundas, descritas em Contreira- Pereira (em

preparo) mostradas na Figura 21. Quando consideradas as 5 massas de agua,
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verifica-se que a declividade da curva de diluicéo cai para 0,19 nM.km™, com um r2=
0.56. Na Figura 22, com os dados somente referentes a pluma, pode ser observada,
com maior clareza, a reducdo na concentracdo de ferro ao longo da costa em

decorréncia do processo de diluicdo, o que pode ter conduzido a maior declividade.
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Figura 22.Distribuicdo da concentracdo de FeD (nM) no transecto do Albarddo no Verdo de

2015. Nas estacgdes proximas a costa esta presente somente a Pluma do Rio da Prata (PRP).

Ja no inverno, no transecto do Albarddo o comportamento de FeD foi distinto.
Apesar da mesma tendéncia de maiores concentracdes de ferro na regido costeira e
menores em regides afastadas observada no verédo, houve uma intrusdo de Ferro
sobre o Paleocanal do Albardéo (Figura 23). Segundo Niencheski, Windom e Moore
(2014), durante o inverno variacdes climatologicas, podem modificar a magnitude da
descarga subterrdnea auxiliando a intrusdo de agua subterréanea rica em ferro nessa
regido. A menor concentracdo de FeD foi observada nas ultimas estacdes ja na

presenca de Agua Tropical.
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Figura 23. Distribui¢do de FeD [nM] no inverno do Transecto do Albard&o.

Na regido de Santa Marta, a batimetria parece influenciar diretamente no
comportamento da diluicdo, pois ha presenca da PRP apenas sobre a plataforma, que
€ mais estreita nessa localidade. A partir do talude, a mudanca para aguas mais
oligotroficas, como a ASTP, pode ter influenciado na acentuada diminuicdo da
concentracdo de ferro (Figura 24). No ponto de coleta mais préximo a costa, o Fe
apresenta-se em alta concentracdo (32.81 nM), ja na segunda estacao a reducéo da
concentracdo foi 8 vezes menor em relagcdo ao valor anterior, indo a 4.72 nM,

chegando a 2,82 nM na ultima estagéo, onde houve evidéncia da presenca da AT.
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Figura 24. Distribuicdo de Fe ao longo do Transecto de Santa Marta no Inverno. . Resultados
em Anexo XI.
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Os resultados deste trabalho mostraram concentracdes de ferro dissolvido muito
superiores as encontradas em regides de bacias oceénicas. O ultimo levantamento
global, em bacias oceénicas, ou seja, onde foram ignorados dados obtidos préximo a
costa, mostram que as concentracdes foram de 0,25 = 0,22 nM, média e desvio
padrao, respectivamente (Caprara et al., 2016), valores muito menores aos valores
encontrados comparados nesse trabalho. Como o esperado, foram encontrados
valores semelhantes somente em locais proximos a desembocaduras de rios como
~17,5 nM , Rio Columbia, EUA (Buck et al., 2007) e ~39, 4 nM , Rio Yangtzé, China
(Su et al., 2015), ja que areas assim geralmente sdo ricas em ferro.

A caracteristica de altas concentracdes de FeD na regido em estudo, pode ser
consequéncia de um somatoério de influéncias como: aportes fluviais, descarga de
agua subterranea (DAS) e deposicdo de poeira atmosférica. Além da influéncia do Rio
do Prata, a Lagoa dos Patos que também desemboca na PCSB possui em média
371,5 £ 294,03 nM de Fe (Windom, Niencheski e Smith, 1999) e contribui para altas
concentragdes encontradas na plataforma.

Devido a processos de DAS, esse elemento pode ser encontrado na zona de
Surfe em concentracdes de até 1uM de Fe (Windom et al., 2006). Outra fonte para a
regido foi descrita por Bif e Yunes(2017) que constataram a presenca de poeira
atmosférica na regido de talude, em AT e ASTP, em presenca blooms
Trichodesmium.

Pensando na possivel intrusdo atmosférica, uma amostragem mais superficial
foi feita no transecto de inverno no Albarddo com o intuito de verificar se haveria
influéncia atmosférica sobre a area. A amostra foi coletada durante um periodo de
chuva a 5 metros de profundidade. O resultado indica uma diferenca de concentragéo
de Fe de 0,8 nM entre amostras coletadas a 5 metros e 10 metros (12,10 nM e 11,14
nM, respectivamente), reforcando a hipotese da intrusdo atmosférica de ferro ainda

nao estudada diretamente.

Especiagcdo organica de Ferro

As elevadas concentragOes de ferro dissolvido encontradas nos dois transectos

estudados favorecem a ja conhecida alta produtividade priméaria da regido. Este
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favorecimento s6 € possivel pela manutencdo do ferro solivel na coluna d’agua
através da formacéo de complexos com ligante naturais organicos. Assim, foi avaliada
nestas aguas a capacidade de complexacéo e a estabilidade do complexo formado
de Fe com os ligantes naturais.

A maior parte do elemento ferro encontra-se na forma complexada no ambiente
oceanico (Gledhill e Van den Berg, 1994; Rue e Bruland, 1995). A concentracéo
média, verificada neste estudo, de ferro labil (Fe*®, ou seja, o ferro livre, de 8,96 +
4,96 pM, equivale a valores muito inferiores a 1% do Fe total. Os valores de K’reL, em
todas as localidades e periodos amostrados, oscilaram entre 12,32 — 8,97. Pela
classificacdo estabelecida por Gledhill e Buck(2012) estes valores abrangem trés
classes de ligantes diferentes, de ligantes considerados fortes (K're> 12),
intermediarios (K'rel 11-12) e até mesmo fracos (K'rei<1l) caracterizando a regido

como uma area rica em ligantes oriundos de distintas fontes.

Transecto do Albardao

No transecto do Albarddo durante o verdo, as amostras apresentaram valores
de capacidade de complexacéo, ou seja, quantidade de ligante organicos capazes de
complexar o ferro, na média de 35,42+11,42 nM (Figura 25A). Este valor é suficiente
para complexar a concentracdo maxima de Fe encontrada no transecto. A
concentracdo de ligantes orgéanicos segue a tendéncia da distribuicdo do ferro
dissolvido, com maiores concentracdes nas proximidades da zona costeira (Bruland e
Rue, 2001; Buck et al., 2007). Na Figura 25C, a qual apresenta os resultados de
excesso de ligante (eL) perante o ferro dissolvido, € possivel observar que ha el em
todo transecto. Todavia, na estacdo intermediaria existe uma maior presenca de
excesso de ligantes em relagéo ao ferro. Isso sugere uma diluigdo ou um consumo do
ferro através do aumento da produtividade primaria na zona costeira (apesar deste
comportamento nao ter sido observado no perfil de nutrientes), induzindo assim a
geracgao de ligantes por parte dos microrganismos, em maior densidade, na coluna de
agua ao longo da plataforma.

Na Figura 25A nota-se uma diminuicdo na concentracdo de ligantes na
superficie, assim como um aumento da sua constante de estabilidade (Figura 25B) na

estacdo mais costeira. Nessa mesma estacéo a amostra de fundo apresentou a maior
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concentracdo de ligantes, mas com uma das menores constantes de estabilidade. A
constante de estabilidade encontrada na superficie pode estar relacionada a
produtividade biologica (Gledhill, e Buck, 2012), uma vez que as bactérias e o
fitoplancton produzem sideroforos, caracterizados como ligantes fortes (Rue e
Bruland, 1995). Ja no fundo, os menores valores de K’rel podem estar associados a

ressuspensao dos sedimentos, como por exemplo, bioturbacéo do substrato.
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Figura 25. Distribuicdo de Ligantes orgénicos (L [nM]) (A), constante de estabilidade
condicional (K’rer ) (B) e excesso de ligante (eL [nM]) (C) no Transecto do Albardéo no periodo de verao.
Resultados em Anexo XI.

O comportamento da capacidade de complexacdo (L) se assemelha ao
observado para o Fe, o silicato e o fosfato, seguindo a possivel influéncia da pluma.
Em que existe maiores concentracdes de L nas regides préoximas a costa e menores
nas mais afastadas. Embora fossem observadas mudancgas ao longo do perfil vertical,
ou seja, entre a superficie e fundo (Figura 25A).

Nas estacdes das extremidades do transecto, os valores de K’reL No fundo (25B)
oscilaram de maneira que estiveram proximos a 10. Na estacdo a 60 km da costa
ocorreu o contrario, havendo uma constante maior no fundo em relacdo a superficie,
esta estacdo estaria relacionada possivelmente com alteragcbes na hidrodinamica
sobre o paleocanal do Albardao.

No periodo de inverno, foram analisadas somente as amostras superficiais
(Figura 26), com maiores concentragdes de ligantes proximas da costa e declinio a
medida que se aproxima do talude, como também observado para o ferro dissolvido,

reafirmando que o Fe pode influenciar a presenca de L (Bundy et al., 2014).



75

Como observado anteriormente, o0s pontos mais afastados da costa
apresentaram as menores concentracdes de ferro. Porém, na ultima estacdo (170 km
da costa) houve um aumento na concentracdo, de 7,86 para 11,14 nM. O mesmo
comportamento foi observado para as concentracbes de ligantes, os quais
aumentaram de 22,73 para 40,14nM (Figura 26A), evidenciado também no aumento
de excesso de ligantes (Figura 26C). Destaca-se que durante essa coleta houve
precipitacdo atmosférica, o que pode ter introduzido ferro para a camada de agua
superficial induzindo também a formacéo de ligantes.

Assim como foi feita a determinacéo de Fe total para uma amostra coletada na
superficie (5 m) durante chuva, foi também realizada a analise de especiacéo organica
para esta mesma amostra. Esta apresentou um comportamento totalmente diferente
guanto a especiagao organica em comparacao com a amostra mais profunda (10 m).
A capacidade de complexacéo reduziu cerca de 9,73 nM em relacdo a amostra mais
profunda deste transecto (178 Km da costa) ou seja, passou de 40,18 para 30,45 nM.
Outro aspecto que se modificou foi a constante de estabilidade, que também reduziu
de K’rei=11, 24 para 10,83.

Segundo Kieber et al.(2001), em um experimento feito com agua da chuva,
tanto natural quanto artificial, a presenca desta agua é capaz de introduzir em aguas
oceanicas Fe*? e perdxido na camada superficial de coluna de agua. A entrada de
Fe*?, ocasionaria o aumento da concentracdo total de Fe na amostra, ja evidenciado
na etapa de determinacdo, e o peréxido poderia justificar os valores distintos nas
constantes de estabilidade e ligantes, uma vez que, segundo Abualhaija e van den
Berg ( 2014), a insercdo deste pode alterar o resultado da especiacdo. Sabendo que
a presenca de peréxido poderia ser encontrada superficialmente na coluna de agua,

seriam necessarios mais estudos sobre essa informacéo.



76

=

B) KFel Q) oL nh]

L [nM]

Profundidade [m]

100

0 50 100 150

Distancia da costa [km]

Figura 26. Distribuicdo de Ligantes organicos na superficie (L [nM] ) (A), constante de
estabilida condicional (K'rel )(B) e excesso de ligante (eL [nM]) (C) no Transecto do Albardédo no periodo
de inverno.

Sobre o Paleocanal (70 km da costa) evidenciou-se um grande aumento na
concentracéo de ligantes (Figura 26 A), com o valor de constante de estabilidade mais
elevados em relacdo as demais localidades proximas. Essa caracteristica coincide
com as maiores concentracdes de ferro nessa estacdo. Possivelmente a morfologia
do paleocanal contribui para esse resultado, devido a alteracdo no regime de
correntes ou até mesmo sendo afetada pelos fluxos de descarga de agua subterranea
(Attisano et al., 2013). Porém s&o necessarias amostras de dados para avaliar essas

hipoéteses.

Especiagdo organica do ferro no transecto de Santa Marta

Em Santa Marta a influéncia das trés massas de adgua PRP, ASTP e AT, na
superficie, ndo se mostraram analogas a classe de ligantes encontrados (Figura 27B).
Diferentemente do que ocorreu no Albarddo, no inverno ndo houve presenca de
maiores concentracdes de ligantes préximo a costa. Embora haja influéncia da pluma
na primeira estacao (15 Km da costa), o que gerou maiores concentracoes de Fe e
fosfato nessa localidade, ndo houve um aumento na concentragao de ligantes (Figura
27).
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A maior concentracdo de ligantes foi observada na AT, presente nas duas
tltimas estacdes (108 e 120 Km da costa, respectivamente). Na penultima estacao foi
observada uma concentracdo de 85,80 nM, com constante de estabilidade baixa
(K’'Fel=8,97), porém na esta¢do seguinte observou-se uma reducao de quase 50% na
quantidade de L e aumento de K're.. Como citado anteriormente, nessa localidade
observaram-se baixas concentracdes de FeD, e altas concentracdes de nitrato,
relacionadas a possivel presenca de organismos fixadores de nitrogénio. Devido a
ISSO, sugere-se que essa anomalia seja produto de alteracdes no ecossistema
associadas a presenca desse tipo de organismo.

Outra hipotese que pode ser apresentada, € que este resultado pode ser
atribuido ao processo de fotodegradacdo ou mesmo degradacéao biologica de ligantes
mais fortes (Barbeau et al., 2001), uma vez que a constante de estabilidade
encontrada é bem menor que a verificada para os demais locais de coleta, ou seja,
pode ter ocorrido uma quebra de ligantes mais estaveis, mais fortes, gerando assim

uma maior concentragdes de ligantes mais fracos.
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Figura 27. Distribuicdo de capacidade de complexacdo(A), constante de estabilidade (B) e excesso de

ligantes (C) no Transecto de Santa Marta.

Comparacgéo dos resultados com outros estudos

Na Tabela 6, os resultados foram comparados com outras localidades em
regides costeiras. Os valores da constante de estabilidade encontrados nesse

trabalho estdo préximos aos descritos para regides que recebem descargas fluviais,

L [nM] . K'Fel eL [nM]
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e mesmo dentro de estuarios. Todavia, essa ndo € uma caracteristica comum de

regides costeiras, onde os valores de ligantes sdo, geralmente, inferiores a 10 nM
(Gledhill, e Buck, 2012).

Tabela 6. Parametros chave da especiacdo organica do ferro, FeD, L, K'Fel e eL, estimados

neste estudo e de outros locais no mundo.Os resultados mostram os valores minimos e maximos de

cada trabalho.

) FeD L Excesso ]
Regiéo K’Fel Referéncia
[nM] [nM] de L [nM]
Plataforma
_ 2,82 - 8,89 - Este trabalho
Continental Sul 17,14- 81 8,97- 12,32
o 60,15 81,87 (2017)
Brasileira
Pluma do Rio Powell e
Mississipi 1,4-29,9 4,3-64,1 10,4-12,3 -0,2-60,3 Wilson-Finelli
(EUA) (2003)
Estuério do Rio _
Gerringa et al.
Scheldt, 12-536 40-526 9,6 0-27
(2007)
(Holanda)
Pluma Rio
Columbiae Baia 0,6 -22,4 0,9-56,4 10,7 - 13,9 0,4 -39,6 Buck (2007)
de San Francisco
Laglera e van
Mar da Irlanda 5,4 -6.8 10,7-12,7 10,8-11,6 39-9 den
Berg(2009)
Costa Leste da
. 4,8-128 75-132 9,0-14,4 0,3-37,4 Suetal (2015)
China
Croot e
Chatonella sp
12 51-17,6 10,7-111 -6,9-5,6 Johnson,
Valo (Noruega)
(2000)

Dentre as regides costeiras reportadas na literatura, mostradas na tabela a cima,

as concentracdes de ferro dissolvido e capacidade de complexacao verificadas na

Plataforma Continental Sul Brasileira foram semelhantes as da costa Leste da China

e a Pluma do Rio Mississipi. Estas regides recebem também altas descargas de aguas

continentais, o que justifica a grande variagcao das concentra¢cdes de FeD e L como

caracteristica comum a essas localidades.
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Assim como nesse trabalho, devido a variagdo no valor de K’Fel, pode se dizer
que até trés classes de ligantes foram detectadas na Costa Leste da China, Rio
Mississipi e a Pluma do Rio Columbia. Todavia, no estuario Sheldt onde verifica-se as
mais altas capacidades de complexa¢do, ha apenas uma classe de ligante. Este fato
corrobora a complexidade da regido costeira, onde os ligantes sdo provenientes de
varias fontes e processos.

Apesar dessa complexidade, a maioria das amostras coletadas na pluma do Rio
da Prata tém valores de K'Fel semelhantes aos descritos por Laglera e van den
Berg(2009), onde foi relatado K'rer= 11,2+0,4 em zonas costeiras ricas em acidos
hdmicos.

Na regido de Santa Marta foi encontrado excesso de ligante em até 8 vezes a
concentracéo de ferro dissolvido. Algo semelhante acontece na costa leste da China,
onde h& o terceiro maior rio do mundo, o Rio Yangtzé. Su Han et al. (2015)
encontraram altas capacidades de complexacéo, atingindo um excesso de ligantes
superiores em até 5 vezes as concentracdes de ferro dissolvido.

Além de ligantes provenientes de fontes continentais como as descargas de rios,
a producédo biolégica também pode produzir ligantes e constantes de estabilidade
similares. Croot e Johansson (2000) encontraram valores semelhantes a esse
trabalho em blooms de dinoflagelados (Chatonella sp.), L de 16,7+£0,2 e K'reL de
10,940,25.

Na regido de Santa Marta, encontrou-se altos valores de capacidade de
complexacdo com as mesmas classes de ligantes. Como ha baixa influéncia da pluma
nesta regido, sugere-se que essa formacao de ligantes mais fracos ocorre devido a
influéncia da biota. A formacéo de ligantes mais fracos por producdo primaria pode
ocorrer devido a morte, ruptura de células de plancton e degradacédo de proteinas
celulares (Hogle, Barbeau e Gledhill, 2014).

Para averiguar a influéncia da biota local na especiacdo orgéanica do ferro foi
analisada uma amostra coletada na zona de surf da praia do Cassino durante um
bloom da diatomacea Asterionellopsis glacialis, espécie considerada dominante em
certos periodos do ano nessa zona costeira (Odebrecht, Segatto e Freitas, 1995). Os
resultados mostraram alta capacidade de complexagdo, de 127 nM, K'reL de
10,71+0,9, e excesso de ligantes de 25 nM. Os valores obtidos mostraram também
semelhanca com os verificados ao longo dos transectos, sugerindo que esse tipo de

biota contribui para o incremento da solubilidade do ferro nessa regiéao.
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Transectos costeiros em direcdo a zonas oceanicas geralmente ndo apresentam
nenhuma tendéncia em relacdo ao aumento ou diminuicdo da constante de
estabilidade ou presenca de ligante, ou mesmo padréo especifico (Boye et al., 2003;
Buck e Bruland, 2007). Fato que também foi observado nesse dois transectos
apresentados nesse trabalho. Em bacias oceanicas geralmente os valores de K'reL
sao superiores apresentando um tendéncia em relacao a superficie e fundo, em que
aguas profundas apresentam valores de log K'reL entre 11 e 12 ( van den Berg, 1995;
Boye et al., 2001; Croot e Johansson, 2000; Thurdczy et al., 2012). Ja na superficie
geralmente encontram-se valores de K’re.> 12 (Rue e Bruland, 1995, 1997). Excesso
de ligantes, em geral, ndo ultrapassam 3,5 nM em aguas oceéanicas (Caprara et al.,
2016), valores muito inferiores aos encontrados nos periodos amostrados na
Plataforma Continental Sul Brasileira.

5. Conclusodes

A analise de especiacdo nos trés transectos, Albarddo e Santa Marta, , tanto
no periodo de verdo quanto no de inverno, mostraram uma alta capacidade de
complexacao do Fe devido ao excesso de ligantes, em ambos os locais, possibilitando
ao Fe permanecer soluvel na coluna d’agua.

A variabilidade nos valores de constante de estabilidade, mostram a ocorréncia
de mais de uma classe de ligantes. Essa mudanca sugere a atuacao de mais de uma
fonte de ligantes ao longo da costa, tanto em Santa Marta quanto no Albardao.

Nesta regido, ao Sul da plataforma, ja foi verificada a exportacdo de ferro
dissolvido da costa para o oceano através da descarga de agua subterranea (Windom
et al., 2006), todavia a influéncia de ligantes provindos dessas mesmas fontes nao foi
avaliada ainda. Além disso, a alta concentragéo de ferro pode influenciar a formacao
de novos ligantes através da produc¢do primaria ao longo de toda a plataforma, ja que
ha alta produtividade durante todo o ano (Lopes et al., 2006), de modo que a alta
concentragdo provinda por agua subterranea tem influéncia indireta, possivelmente,
na presenca desses ligantes.

Durante os dois periodos amostrados, foi possivel verificar a forte influéncia da

Pluma do Rio da Prata no Transecto do Albarddo, claramente evidenciada pela
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presenca de fosfato, silicato e salinidade baixas, assim como altas concentracdes de
ferro e ligantes na costa.

Em comparacdo com outros trabalhos, os parametros chave da especiagao do
ferro, constante de estabilidade, ligantes naturais e excesso de ligantes, mostraram
similaridade com locais com aportes de descargas fluviais, e alta produtividade
primaria, além da igualmente alta capacidade de complexacdo e constantes de

estabilidade semelhantes.

4. CONCLUSAO FINAL

O ferro € um elemento considerado essencial e que possui baixas
concentracbes em inumeras regides oceanicas, porém com concentracdes elevadas
na Plataforma Continental Sul Brasileira. Este trabalho foi o pioneiro na analise de
especiacao organica de Fe em aguas costeiras, uma vez que até o momento esta ndo
havia sido estudada.

Para que fosse feita a analise de especiacdo organica, primeiramente, este
trabalho adaptou dois métodos analiticos usando salicilaldoxima, implementando uma
nova entrada e saida de gases nunca antes usada por nenhum outro laboratério.
Alguns parametros voltamétricos foram modificados, assim como as metodologias
foram validadas usando material de referéncia certificado, que provaram a eficiéncia
dos métodos, de maneira que seus limites que de deteccao foram inferiores a 1,5 nM.
A partir disso foi criado um protocolo analitico para realizar a analise da especiacao
do ferro, definindo desde a coleta e preparo das amostras. Assim como, 0S meios
analiticos necessarios para que fosse possivel a analise de amostras costeiras.

Depois, este estudo aplicou o protocolo proposto em amostras naturais
coletadas em trés transectos na Plataforma Continental do Sul do Brasil, verificando
os fatores ambientais que influenciam a distribuicdo e caracterizagcdo dos ligantes
encontrados. Este trabalho mostrou que ha forte influéncia da pluma e da producéao
biolégica na formagéo de excesso de ligantes naturais nesta regido da costa. Essa
informacdo sugere que o ferro pode se manter solivel e, consequentemente,
biodisponivel para além dos limites da plataforma, como ja detectado por Rijkenberg

et al., (2014), na confluéncia Brasil-Malvinas.
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Assim sendo, este estudo abre caminho para inUmeras outras pesquisas
relacionadas ao ferro e a seus ligantes naturais. Principalmente, porque a hipétese,
de que as altas concentragOes de ferro podem influenciar a presenca de ligantes
naturais, ja proposta por Bundy et al. (2014), ainda nao foi investigada nessa regiao.
Fato este que reforca a necessidade da continuidade de estudos de especiagcédo ao
longo da costa. Além disso, estudos de especiacdo organica também déo inicio a
inUmeros questionamentos, os resultados deste mostraram a possivel relagdo entre
acidos humicos e producdo biolégica, de maneira que ensaios e avaliagbes de
espécies mais abundantes se fazem necessarios, para que, dessa forma, haja

continuidade em relacéo identificacdo de ligantes naturais de ferro.
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6. ANEXOS

Anexo |. Teste de repetibilidade. Teste feito com NASS-6 e suas respectivas adi¢cdes de solugéo padréo de ferro, foram feitas ao todo 3 repeticdes.

Intensidade Na

Tempo NAg’S' 1,5 2 25 | 3 | 35 4 45 | 5 | 55 6

417 | 404 | 754 | 4855 | 29438 | 100 | 69,7 | 108 | 75,043 | 63,59 | 87,179 | 122,14
6,34 | 18,43 |8,1719| 26,887 | 13,12 | 65,81 | 48,565 | 61,37 | 47,618 | 45,76 | 61,793 | 70,496
851 | 6,59 11,4555 | 4,93 | 42,11 | 25,279 | 35,048 | 29,09 | 19,24 | 42,636 | 40,53
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Anexo |Il. Teste t do teste de concentragad de SA ( 5, 10, 15, 20, 25 yM) com p<0,05, os valores em vermelho reference aquele cujos valores de p séo
inferiores a 0,05, ou seja, significa que existe diferenca entre as médias.

Teste t p<0,05
Média | Média | t-valor |df p Valid N | Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Grupo 1 vs. Grupo 2| Grupo 1 | Gupo Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 |Variances | Variances
5uMvs. 25uM 54,1200/115,8000| -26,8418, 8/0,000000 5 5/5,069714/0,836660 36,71714, 0,004143
10uMvs. 25uM 84,5000/115,8000 -34,1511/ 8/0,000000 5 5/1,870829/0,836660  5,00000, 0,148148
15uMvs. 25uM |104,4000/115,8000 -14,7173 8 0,000000 5 5/1,516575/0,836660  3,28571 0,275852
20uMvs. 25uM |100,8200/115,8000 -9,4320 8/0,000013 5 5/3,451377/0,836660 17,01714, 0,017799
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Anexo lll. Resultados referentes ao teste de concentragédo de salicilaldoxima (5, 10, 15, 20, 25 uyM), com os valores de média e desvio padrdo das 5

repeti¢des feitas.

Desvio

Concentracao Média | Padréo
SA [uM] Intensidade Na nA nA
5,00 57,80 | 58,90 | 56,10 | 50,90 | 46,90 | 54,12 | 5,07
10,00 87,50 | 83,00 | 84,00 | 85,00 | 83,00 | 84,50 1,87
15,00 104,00 | 105,00 | 106,00 | 102,00 | 105,00 | 104,40 | 1,52
20,00 95,10 | 101,00 | 101,00 | 103,00 | 104,00 | 100,82 | 3,45
25,00 116,00 | 117,00 | 116,00 | 115,00 | 115,00 | 115,80 | 0,84
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Anexo |V. Teste T de student, com p<0,05, refere-se ao teste de potencial de deposicao feito com 5nM de Fe em agua do mar. Os valores em vernelho

represetam se existe diferencga entre as médias, e em preto caso nao exista.

Teste t. p<0,05

Média | Média | t-valor |df p Valid N | Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Grupo 1 vs. Grupo 2 G1 G2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 |Variances | Variances
-0.9 vs. 0 0,31169/53,02200| -28,6370, 2/0,001217 2 2/0,292205/2,586597 78,358/ 0,143229
-0.8 vs. 0 0,23458|53,02200/ -28,8393| 2/0,001200 2 210,101081/2,586597, 654,816 0,049731
-0.7 vs. 0 0,44781/53,02200| -28,7372| 2/0,001209 2 2/0,059418/2,586597 1895,041 0,029243
-0.6 vs. 0 0,44703/53,02200/ -28,5319 2/0,001226 2 210,316862|2,586597 66,637, 0,155200
-0.5 vs. 0 0,44010/53,02200| -28,7067, 2/0,001211 2 2/0,140446/2,586597 339,189 0,069066
-0.4 vs. 0 38,92450/53,02200, -7,4764| 2/0,017424 2 2/0,648417/2,586597 15,913| 0,312735
-0.3 vs. 0 37,23100/53,02200 -7,9882 2/0,015312 2 211,060660/2,586597 5,947 0,495480
-0.2 vs. 0 40,04500/53,02200, -6,9017| 2/0,020355 2 2/0,616597/2,586597 17,598| 0,297956
-0.1 vs. 0 48,48200/53,02200 -2,3642 2 0,141814 2 20,8273152,586597 9,775 0,394149
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Anexo V. Resultados de teste de potencial de deposicéo, feitos com 5 nM de Fe em agua do mar.

gggeons?god\? 0,90 | -0,80 | -0,70 | -0,60 | -0,50 | -0,40 | -0,30 | -0,20 | -0,10 | 0,00
intensidade | 052 | 0,16 | 041 | 067 | 034 | 39,38 | 36,48 | 40,48 | 49,07 | 54,85
nA 011 | 031 | 049 | 022 | 054 | 38,47 | 37,98 | 39,61 | 47,90 | 51,19
Média 031 | 023 | 045 | 045 | 044 | 3892 | 37,23 | 40,05 | 48,48 | 53,02
Desvio padrdo | 0,29 | 0,10 | 006 | 032 | 014 | 065 | 1,06 | 062 | 083 | 2,59
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Anexo VI. Resultados de todas as determinacédo de ferro total (nM) , amostra coletadas nesse trabalho, assim como os resultados dos dois materiais de
referencia usados, NASS-5 e NASS-6, feitas e suas respectivas sensibilidades (S) de cada reta encontrada.

Amostra | Concentragéo | Sensibilidade Amostra Concentracao | Sensibilidade
nM (S) nM (S)
Nass-6 8,08 8,55 A03 Verao 15,58 9,32
Nass-6 8,12 7,45 AO3F Veréao 11,35 10,3
Nass-6 8,44 8,7 AO05 Verao 6,06 9,88
Nass-6 8,00 7 AO5F Veréao 9,05 15,6
Nass-6 8,16 8,9 A02S Inverno 27,24 8,34
Nass-6 8,04 7,66 AO03S Inverno 28,88 10,31
Nass-5 4,16 9 A04S Inverno 60,20 7,23
Nass-5 3,88 8,7 AO06S Inverno 17,77 11,56
Nass-5 3,78 9,5 AOQO7S Inverno 7,86 9,2
Nass-5 3,92 8,6 AO08S Inverno 11,14 12,44
Nass-5 4,06 9,5 ST1 Inverno 32,81 9,44
Nass-5 4,08 7,4 ST3 Inverno 4,715 14,55
A01 30,40 8,07 ST4 Inverno 8,13
Verao 3,88
AO1F 31,8 8,75 ST5 Inverno 9,54
Verao 2,82
Média de todas as amostras 9,459310345
Desvio padrao de todas as 1,994574661
amostras
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Anexo VII. Teste de especicao para melhora da sensibilidade, foi testado o aumento na velocidade de varredura.

0,03 V/s 0,06 V/s
Cogganetrr?gao Corrente nA E:g;’éz Corrente Na E:g;’éz
10,06 15,34 0,685 4,73 0,08
12,06 15,24 0,53 5,87 0,06
14,06 16,21 0,26 6,63 0,575
16,06 23,53 3 8,53 0,125
20,06 23,08 3 13,28 0,435
26,06 26,67 0,905 18,91 0,5
30,06 63,24 2 34,28 0,645
35,06 60,14 0,475 27,92 0,16
40,06 89,17 0,59 49,33 2
45,06 84,52 0,23 40,89 0,415
55,06 124,25 0,305 66,29 1
70,06 186,91 1 96,00 0,625
80,06 238,20 3 132,86 0,525
90,06 267,18 3 145,52 0,5
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Anexo VIII. Resultado do teste de tempo de equilibrio entre a SA e os ligantes naturais,

Concentracao de Fe

Espera de 15 minutos

Espera de 16 horas de

[nM] de reacédo (Corrente reacao (Corrente nA)
nA)

0,0000* 14,2175 8,1315
2,0000 9,7300 10,1315
5,0000 8,7250 13,1315
8,0000 9,3950 16,1315
16,0000 5,3550 24,1315
20,0000 4,7100 28,1315
40,0000 5,6300 48,1315
75,0000 3,1250 83,1315
100,0000 17,4100 108,1315

*Representa a concentracéo inicial de ferro dessa amostra, A amostra escolhida apresentada concentracao inicial 32,81 nM,




101

Anexo IX. Resultados brutos dos materiais de referencia, usados para calculos de limite de deteccéo, limite de quantificacdo, precisdo

e recuperacéo

Numero NASS-5 Nass-6
de Replicas | Replicas
repeticbes [nM] [nM]
(n)
1 4,16 8,08
2 3,88 8,12
3 3,78 8,44
4 3,92 8,00
5 4,06 8,16
6 4,08 8,04
Média 3,98 8,14
Desvio 0,14 0,16
Padrao
Valor do | 3,70+1,25 | 8,87+0,82
material

certificado
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Anexo X, Resultados de corrente ip (nA) e concentracao de FeD

Concentragao | ip
de Fe [nM] (nA)

0 9,89
0,5 9,61
1,5 17,2
4,5 39,83
7,5 63,07

10,5 77,66
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Anexo Xl: Tabela final com os dados ambientais dos trés transectos , Albarddo e Santa Marta, no inverno e verao,

Excesso

cocto | TSRS | Saime | i | 0O Mmoo a0 DR | L | de

(nM)

AO1S 14,2 24,6 8,04 | 995 | 6,29 | 1,02 | 54,77 14,7 | 42,18 | 11,39 | 27,48

A02S 15 28,2 828 | 991 | 935 | 0,85 | 3346 | 27,24 | 81,33 10,491 | 54,09

A03S 15 27,8 8,11 | 10,06 | 23,19 | 1,01 | 40,67 | 28,88 | 5585 | 11,56 | 26,97

AO04S 15 27.1 836 | 97 | 11,77 | 1,15 | 4212 | 60,20 | 79,30 | 11,36 | 19,1

A06S 15 31,3 834 | 10,2 | 1,97 | 091 | 961 7,77 | 21,15 | 10,7 | 13,38

C'f;"%g% AO7S 19,6 35,6 837 | 92 | 106 | 023 | 2,45 7,86 | 22,73 | 11,2916 | 14,87
A08S 19,8 35,9 837 | 913 | 300 | 035 | 12,73 | 11,14 | 40,18 | 11,24 | 29,04

ST1 18 32,4 824 | 937 | 1,70 | 0,81 | 8,26 32,81 | 54,93 | 10,1616 | 22,12

ST3 18,8 33,7 826 | 9,25 | 11,10 | 0,46 | 10,78 | 4,715 | 52,36 | 10,78 | 47,645

ST4 20,9 35,8 828 | 882 | 12,05 | 0,37 | 5,69 3,88 | 8575| 897 | 81,87

ST5 21,3 35,6 826 | 883 | 1,29 | 0,18 | 6,9 2,82 | 17,43 | 10,1987 | 14,61

AOLS 24,7 28,1 769 | 7,45 | 1224 | 15 | 424 | 3040 | 46,70 | 12,32 | 16,30

AOLF 24,7 28,1 776 | 757 | 156 | 1,49 | 3504 | 31,8 | 6341 | 102 | 3161

Veriode | A03S 23,9 27,9 774 | 786 | 1,95 | 07 | 16,07 | 1558 | 553 |10,7715| 39,72
2015 | AO3F 19,3 31,9 76 | 6,99 | 814 | 155 | 20,04 | 11,35 | 52,58 | 11,4715| 41,23
A05S 23,6 27,7 779 | 804 | 165 | 037 | 29,31 6,06 | 39,64 | 9,9503 | 33,58

AO5F 16,4 32,1 769 | 721 | 671 | 153 | 1754 | 9,05 | 17,94 | 10,7204| 8,89




