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THE UTILISATION OF FLUORESCENCE SPECTROSCOPY IN THE STUDY OF DISSOLVED
ORGANIC MATTER IN NATURAL WATERS: EVOLUTION AND PERSPECTIVES. Dissolved
organic matter (DOM) in natural waters, has a fundamental contribution to the global carbon bud-
get and plays an important role in major biogeochemical process such as complexation of metals and
photochemical reactions. Part of this material fluoresces when irradiated with ultraviolet light and
this property has been widely used to study biogeochemical cycles involving DOM. More or less 80%
of this material are represented by humic substances. These compounds exhibit optical properties
and are responsible for most of observed fluorescence. In this review we present the main informa-
tion published in the last years concerning the utilisation of fluorescence as a tracer for DOM and
humic compounds. A brief view of the basic principles of fluorescence is also presented.
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1. INTRODUCAO

As dguas naturais constituem um dos grandes reservatérios
de carbono orginico e inorginico do planeta. A matéria orgéni-
ca af presente na forma dissolvida (MOD) e particulada (MOP)
tem um papel essencial na quimica e na biologia destas dguas.
Este material representa uma fonte de energia para os
invertebrados, um substrato energético para algas e alimento para
a comunidade bentdnica. Ele pode ainda interagir com diferen-
tes metais formando complexos organometilicos, tornando-os
mais ou menos soliveis e modificando sua biodisponibilidade.

A MOD nas 4guas naturais apresenta propriedades 6ticas.
Parte deste material absorve radiagdo luminosa e a reemite
parcialmente sob a forma de fluorescéncia. Os compostos
himicos representam de 70 a 85% da matéria orginica dissol-
vida nos sistemas aquaticos sendo, portanto, os principais res-
ponséveis por este fendmeno!™. A matéria dissolvida fluores-
cente representa aproximadamente 70% da matéria orgénica
dissolvida nas dguas costeiras®>,

Kalle®7 foi pioneiro na utilizagio da fluorescéncia como uma
sonda para o estudo do comportamento e destino da fracdo
fluorescente do carbono orgénico dissolvido (COD). Nos pri-
meiros trabalhos, a fluorescéncia foi quase sempre utilizada
como um pardmetro quantitativo. Mais recentemente, a aplica-
cdo de técnicas cada vez mais avancadas (espectros corrigidos
de emissdo e de excitacio®, espectros de excitacdo/emissio
sincronizados®, matrizes tridimensionais de excitagdo/emis-
s@0"" e fluorescéncia induzida por raios laser'') tem possibi-
litado a utilizagio de parimetros qualitativos (posigdo de md-
xima emissdo, bandas dos espectros de excitacdo e sincroni-
zados e medidas do rendimento qudntico) no estudo e
mapeamento da MOD fluorescente nos sistemas aquaticos.

A identificacdo dos fluoréforos responsédveis pela-fluores-
céncia das dguas naturais resta, apesar de tudo, dificil. Em todo
caso, sabe-se que as propriedades de fluorescéncia destes com-
postos sdo dependentes de um grande mimero de parAmetros, como
sua origem®, massa molar'?, concentracdo'?, e, ainda do pH'>*,
da forga iénica'>, da temperatura e do potencial redox do meio. O
estudo das relagdes entre as propriedades de fluorescéncia e estes
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pardmetros pode, portanto, fornecer informagdes indiretas sobre
as caracteristicas moleculares e a quimica geral destes compostos.

Neste trabalho fizemos um levantamento dos principais re-
sultados obtidos nos iltimos anos concernentes a aplicagio da
fluorescéncia no estudo das propriedades da matéria orgénica
dissolvida nos sistemas aquéticos. Uma breve reviséo nos prin-
cipios basicos da fluorescéncia também € apresentada.

2. A ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Em condi¢des normais a maior parte das moléculas se en-
contra no nivel energético vibracional mais baixo do estado
eletrénico S, (estado fundamental). A absor¢ido de um quantum
de luz promove a passagem dos elétrons a niveis superiores de
energia. Durante o retorno ao estado fundamental, uma parte
da energia absorvida é reemitida, sendo este fendmeno conhe-
cido como luminescéncia. Se a energia é reemitida & partir do
primeiro estado sin%lete excitado (S1), o fendmeno correspon-
de 2 fluorescéncia'®. A fluorescéncia corresponde, em princi-
pio, ao processo inverso do fendmeno da absorgio, uma vez
que se produz sempre pela emiss@o de energia & partir do nivel
mais baixo do primeiro estado singlete excitado.

A fluorescéncia de um composto depende da sua estrutura
molecular e estd quase sempre associada ao sistema eletrénico
=!'%. Os elétrons envolvidos numa ligacdo © estdo, geralmente,
fortemente ligados & molécula sendo necessdrio fornecer mais
energia para levar estes elétrons a ocuparem um orbital mole-
cular vazio. Assim, os espectros eletrénicos produzidos por
transi¢bes 0—>G* se situam nas zonas de comprimentos de on-
das mais curtos do espectro eletromagnético. Os elétrons T, ao
contrdrio, estdo mais livres que os elétrons 6. O espectro de
emiss@o correspondente se situa na regido de comprimentos de
onda mais longos'2,

Entre os fatores externos passiveis de influenciar a emissdo
de fluorescéncia, estdo a temperatura, os efeitos dos substitu-
intes ¢ o solvente. Um aumento da temperatura se traduz por
um aumento da probabilidade de colisdes no estado excitado
aumentando as conversdes internas €, em consequéncia, uma
diminui¢fo da eficicia de fluorescéncia. No que concerne aos
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substituintes, os grupos doadores de elétrons aumentam a efi-
cdcia de emissdo de fluorescéncia enquanto que os retiradores
de elétrons reduzem a intensidade de fluorescéncia.'>!7. As
interagdes soluto-solvente podem também afetar de maneira
significativa o sinal de fluorescéncia por processos complexos.
O grau de perturbagdo depende do pH, da solvatagdo, da pos-
sibilidade de formar ligacdes de hidrogénio, da viscosidade, da
forca idnica e da polaridade do solvente, entre outros.

Existem ainda perturbacSes do espectro de emissdo de flu-
orescéncia que sdo devidas a fendmenos de difusdo da luz: a
difusdo Rayleigh, a difusdo Tyndall e a difusdo Raman. As
duas primeiras sdo difusdes do tipo “eldstico”, isto €, sem
mudang¢a do comprimento de onda da luz incidente. A Raman,
por outro lado, é uma difusdo “ineldstica” que se acompanha
de um deslocamento do comprimento de onda. A difusio
Rayleigh ¢é provocada pela presenca, sobre o trajeto do raio
luminoso incidente, de “particulas” de tamanho muito inferior
ao comprimento de onda da luz incidente, como as moléculas
de 4gua, por exemplo'’. A difusio Tyndall é provocada por
suspensdes de dimensdes coloidais. Enfim, a banda Raman
provém da difusdo, pelas moléculas do solvente, de uma parte
da luz incidente (menos de 1%) e sua posi¢éo relativa depende
da natureza das moléculas do solvente utilizado.

2.1. A Instrumentacio em Fluorescéncia

A instrumentag@o para as medidas de fluorescéncia (Figura
1) comporta uma fonte de luz para excitar a amostra, um mono-
cromador para selecionar o comprimento de onda de excitacdo,
um compartimento para a amostra, um segundo monocroma-
dor para isolar e analisar a emissao fluorescente proveniente da
amostra, um fotomultiplicador e, finalmente, um registrador para
determinar a intensidade da emissiio de fluorescéncia.

Fonte Monocroma.. . de Compartimente parar
excitagio a amosira
I Il o
| 1 [
fenda fendas .
Monocromador de
emissio
fenda
Fotomultiplicador FM
v
Reglstrador /\\

Figura 1. Principais componentes de um espectrofluorimetro.

Existem trés tipos de instrumentos para as medidas de fluores-
céncia: aqueles que trabalham com filtros, aqueles que trabalham
com prismas ¢ aqueles que utilizam redes de difragdo (diffraction
grating) como monocromadores. Em geral, os filtros absorvem
uma faixa de comprimentos de onda definida da luz incidente
policromdtica ¢ selecionam assim, a passagem de comprimentos
de onda previamente escolhidos. Os prismas trabalham segundo
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o principio dos indices de refracdo que sdo diferentes segundo
os comprimentos de onda. As grades de difracdo decompdem a
excitacdo policromdtica em seus componentes, pelo principio
das interferéncias destrutivas e construtivas da luz.

Os monocromadores de rede de difra¢fo sdo os mais eficazes
para delimitar a faixa de comprimentos de onda da luz incidente
sobre a amostra, 0 que aumenta a sensibilidade das medidas.

Os instrumentos atuais mais precisos sdo geralmente equi-
pados com dois monocromadores duplos para excita¢do e para
emissdo, o que minimiza os efeitos de difusdo parasita.

2.2. Tipos de Espectros de Fluorescéncia

Trés principais tipos de espectros de fluorescéncia podem
ser obtidos para cada amostra, em fungdo do tipo de informa-
¢do desejada: o espectro de emissdo, o espectro de excitagio
€ o0 espectro de excitacdo/emissdo sincronizado.

2.2.1. O espectro de emissdo: Para registrar o espectro de
emissdo de um composto, irradia-se a amostra com um compri-
mento de onda de excitagdo fixo € mede-se a intensidade da luz
reemitida, numa faixa espectral definida. O comprimento de onda
de excitagdo ideal para registrar o espectro de emissdo de um
composto fluorescente determinado €, em geral, escolhido em
fungdo de seu espectro de absor¢do. Na maior parte dos casos,
este comprimento de onda corresponde ao mdximo de absorgao.

2.2.2, O espectro de excitagdo: Para registrar o espectro de
excitagcdo, faz-se variar o comprimento de onda de excitagio,
enquanto, o comprimento de onda de observag@o (ou emissdo)
¢ mantido constante. O comprimento de onda de observagio
ideal € aquele que corresponde a posi¢do do miximo do espec-
tro de emissdo do composto considerado. Para um composto
puro, a forma do espectro de excitagdo corrigido deve ser si-
milar, sendo idéntica dquela de seu espectro de absor¢io!’, e
independente do comprimento de onda de observagao, se todos
os estados excitados produzidos pela absor¢io se transformam
por conversdo interna até o nivel vibracional mais baixo do
primeiro estado singlete excitado'’.

2.2.3. O espectro sincronizado: Os espectros sincronizados
sdo obtidos pela varredura simultdnea de uma faixa espectral
de comprimentos de onda de excitagfio e de emissdo apresen-
tando um intervalo (AL) constante entre eles!®. Esta técnica
tem sido utilizada para estudar misturas de fluoréforos e, em
alguns casos, espectros bem estruturados puderam ser obtidos
a partir de misturas para as quais, em espectrofluorimetria con-
vencional, obtinha-se espectros com bandas sobrepostas!®!?. O
intervalo (AA) a ser utilizado para um composto determinado
€, em geral, escolhido empiricamente. Quando o espectro de
excitagdo e o de emissdo sdo simétricos, o melhor (AA) € aque-
le que representa o intervalo, expresso em comprimentos de
onda, entre 0s miximos de excitagdo e de emissdo'’.

2.3. A Corre¢io dos Espectros

A fluorescéncia é um método de anélise relativamente sim-
ples, muito sensivel e ndo destrutivo que se aplica a numerosas
moléculas. Apesar destas vantagens, muitos laboratérios hesi-
tam ainda em utilizar este método por falta de intercalibragdo
entre os resultados obtidos com diferentes instrumentos.

Para determinar as caracteristicas préprias de fluorescéncia
de uma molécula é necessério corrigir o espectro de excitagio
pela variagdo, com o comprimento de onda, da intensidade da
fonte de excitacdo e também pela variagdo da transmissio do
monocromador de excitagdo. Para a emisso, aplica-se uma cor-
regdo para a varia¢@o da resposta do monocromador de emisséo e
do fotomultiplicador, com o comprimento de onda. Estas corre-
¢Oes sdo fundamentais se os resultados obtidos por diferentes ins-
trumentos devem ser comparados entre si ou ainda, para o estudo
das propriedades de fluorescéncia de um composto determinado,
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como por exemplo, o rendimento quintico®?'. Os procedimen-

tos necessdrios para obter os espectros corrigidos com relagfo as
fungbes instrumentais>®!32%23 aos efeitos de difusio® e aos
efeitos de filtro interno®*, t8m sido discutidos ao longo dos anos
por diferentes autores .

A maior parte dos espectrofluorimetros comerciais estdo em
condi¢gbes de efetuar as corregdes pelas fungdes instrumentais.

3. CARACTI:IRiSTICAS GERAIS DOS ESPECTROS DE
FLUORESCENCIA DAS AGUAS E DAS SUBSTANCIAS
HUMICAS DE DIFERENTES ORIGENS

3.1, Espectros de Emissao

A figura 2 representa os espectros de emissdo (Aex = 313
nm) de uma amostra de dgua estuariana e de dgua Milli-Q. A
banda fina observada a 350 nm corresponde & banda Raman
da dgua. De um modo geral, os espectros de emissio das amos-
tras de dguas naturais e de compostos himicos de diferentes
origens apresentam uma tnica banda cujo miximo muda em
fun¢do do comprimento do onda de excitagc@o utilizado.

GC DT DO O DI D
-]
~
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Figura 2. Espectro de emissdo (Aey = 313 nm) de (A) uma amostra de
dgua estuaring (Manguezal do Rio Itacorubi, Ilha de Santa Catarina,
Salinidade 30%0) e (B) dgua Milli-Q.

Segundo Senesi!’, e referéncias af citadas, em geral, os 4ci-

dos fiilvicos de dgua doce apresentam posi¢des de maximo que
variam entre 410 e 490 nm (A.: entre 320 e 370 nm). Para
estes mesmos Ay, 0s dcidos fiilvicos marinhos (estudrios, oce-
anos, dguas intersticiais) mostram méximos que variam entre
410 e 455 nm.

No que se refere a intensidade, as amostras oriundas de
ambientes terrigé€nicos sdo muito mais fluorescentes do que as
amostras de mar aberto, certamente por causa da concentragéo
relativa de compostos fluorescentes nas primeiras.

Como ja foi dito anteriormente, as corregdes para as fun-
¢Oes instrumentais e para a difus@o da luz sdo importantes para
a aquisicdo de espectros de fluorescéncia. Estas corre¢des sdo
ainda mais essenciais no caso das dguas naturais, por causa da
pouca quantidade de material normalmente encontrada nas
amostras. De fato, estas corre¢des podem, por exemplo, deslo-
car a posi¢io do maximo dos espectros de até 40 nm’. Boa
parte dos dados publicados provém de espectros ndo corrigi-
dos. Isto torna dificil eventuais comparacgdes entre os pardme-
tros obtidos. As comparagdes tornam-se ainda mais dificeis se
levarmos em consideragdo que os comprimentos de onda de
excitagdo utilizados diferem de um laboratério para outro.

Entretanto, 2 medida que as condigGes instrumentais sdo
aprimoradas e que parmetros qualitativos como a posicdo do
mdximo ¢ o rendimento qudntico sio criteriosamente exami-
nados, as propriedades de fluorescéncia observadas para as
dguas naturais por diferentes autores, tendem a convergir para
um senso comum. Por exemplo, a utiliza¢do de matrizes de
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excitagdo/emissdo tridimensionais permitiu evidenciar a exis-
téncia de pelo menos trés diferentes tipos de fluoréforos em
amostras de MOD do Mar Negro®®. Dois deles, detectados em
4guas profundas, emitem em 440 nm (A = 260 ¢ 340 nm). O
terceiro, aparece em amostras de superficie, com um méaximo
em 345 nm (A = 295 nm) e tem propriedades de fluorescén-
cia similares aquelas do anel indélico do triptofano®. Com esta
mesma técnica, dois diferentes tipos de fluoréforos foram iden-
tificados em amostras marinhas, sendo que um deles apresenta
uma fluorescéncia tipica de proteinas (Aex entre 220 e 270 nm
€ Aem entre 300 e 350 nm) e o outro, apresenta uma banda de
fluorescéncia tipica dos compostos himicos (Aex entre 230 e
310 nm e Ay entre 420 e 450 nm)'°.

Do mesmo modo, a utilizagdo de um espectrofluorimetro de
alta sensibilidade permitiu a identificacfio de diferentes massas
de dgua®!!. Para um comprimento de onda de excitagdo de 313
nm, amostras marinhas apresentam o espectro de emissdo sen-
sivelmente mais deslocado para o azul (390 a 410 nm) do que
as amostras de origem continental (420 a 440 nm). Estes ulti-
mos dados juntamente com a andlise detalhada de espectros
sincronizados e de excitagdo, mostraram que, no que concerne
aos compostos himicos, duas classes de fluoréforos podem ser
diferenciadas e que estes estdo presentes em todas as amostras
analisadas, mas em diferentes proporgdes, dependendo da ori-
gem do material analisado. Quando comprimentos de onda mais
curtos sdo utilizados, a fluorescéncia tipo proteina também pode
ser identificada®.

3.2. Espectros de Excitacido

Um balango dos resultados publicados até o presente mostra
que, em geral, os espectros de excitagdo das dguas naturais e
dos compostos himicos de origens diversas apresentam uma
ou vérias bandas em diferentes comprimentos de onda®**. Em
geral, os espectros ndo corrigidos de excitagdo correspondem
a imagem num espelho do espectro de emissdo e, eventual-
mente, podem ser distorcidos tanto por efeitos de filtro inter-
no como pelo espectro da lampada de excitagdo?. Os com-
primentos de onda de observacgfo utilizados pelos diferentes
autores variam bastante.

Nos trabalhos mais antigos a correc¢do na faixa dos UV foi,
freqiientemente omitida e, recentemente, esta regido do espec-
tro mostrou ser importante para distinguir entre amostras de
diferentes profundidades'*?* ¢ de diferentes origens®*.

Na figura 3 apresentamos um espectro de excitacdo corrigi-
do de uma amostra estuariana. Este espectro apresenta duas
regides de diferentes intensidades: por volta de 250 ¢ 340 nm,
respectivamente. Em nossos estudos, a andlise sistemdtica de
centenas de amostras de dgua de diferentes origens mostrou
que em todas elas, as duas bandas estdo presentes, diferindo
somente quanto as suas intensidades relativas. As amostras com
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Figura 3. Espectro corrigido de excitagdo (Aey, = 445 nm) de uma

amostra de dgua estuarina (Manguezal do Rio Itucorubi, llha de San-
ta Cataring, Salinidade 30%o0).
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influéncias terrigénicas tém a segunda banda relativamente mais
intensa do que as amostras de mar aberto. Este fendmeno tem
sido interpretado como decorrente da existéncia de um balango
quantitativo entre os dois grupos de fluoréforos responsdveis pela
fluorescéncia dos compostos hiimicos, nas diferentes amostras®,

3.3. Espectros de Excitacdo/Emissdo Sincronizados

Poucos autores se aventuraram neste dominio e as informa-
¢bes encontradas na literatura sfio ainda escassas. Os dados
que pudemos recolher mostram que os espectros sincronizados
das dguas naturais e dos compostos himicos extraidos de dife-
rentes fontes sdo, em geral, mais estruturados %ue 0s espectros
de emissdo e de excitagiio correspondentes®*’- 4,

Uma mistura de amostras de quatro rios foi resolvida com a
ajuda dos espectros sincronizadas de cada componente’ e, com
esta mesma técnica, lignina e material himico puderam ser
diferenciados®. Com espectros sincronizados corrigidos, trés
diferentes tipos de fluoréforos foram detectados em vdrias as
amostras de 4guas naturais, sendo que as intensidades relativas
das trés bandas identificadas mudam em fung¢io da origem da
amostra®, Mais recentemente, espectros de excitagdo sincroni-
zada de matéria orgénica natural (marinha e terrestre) fraciona-
da por ordem de polaridade, mostrou diferencas qualitativas
entre estes dois tipos de material: alguns fluoréforos sdo espe-
cificos para MOD marinha (Aex/Aem 566/584 nm) e para 4cido
fiilvico terrestre (Aex/Aem 405/423 nm € Aex/Aem 317/335 nm),
enquanto a maioria dos fluoréforos detectados estd presente
em ambos os materiais™,

A interpretacdo dos espectros sincronizados em termos das
propriedades estruturais dos compostos fluorescentes conti-
nua, apesar disto, dificil. Na maior parte dos casos, os es-
pectros sdo utilizados como assinaturas espectrais. A forma
destes espectros varia em funcdo da fonte do material e do
intervalo (AA) utilizado®.

4. ASPECTOS ESTRUTURAIS DO MATERIAL
FLUORESCENTE

4.1. A Natureza dos Fluordéforos

Muitos esforgos t€ém sido feitos para estabelecer uma liga-
¢do entre as caracteristicas de fluorescéncias e as propriedades
estruturais dos compostos himicos**7 sem que tenha sido
possivel até o presente, definir a natureza quimica dos
fluoréforos. De fato, a grande variedade de estruturas que con-
tribuem para a fluorescéncia das dguas naturais**=® e o ndmero
de parametros (pH, forca idnica, grau de conjugacdo, efeitos
de substituintes e de solvente) que devem ser levados em conta
nas transigGes eletronicas de um sistema tdo complexo, tornam
dificil a aplicacdo das regras bdsicas da absorcdio e lumines-
céncia para caracterizar um grupo fluoroférico particular.

O espectro de fluorescéncia observado para as dguas natu-
rais resulta da contribuicdo das emissdes dos diversos
fluoréforos af presentes. O fendomeno da fluorescéncia em si,
sugere a existéncia de pelo menos, um grupo aromatico subs-
tituido por pelo menos, um grupo doador de elétrons ou de um
sistema conjugado insaturado capaz de um forte grau de resso-
nancia®®, Mesmo assim, a estrutura de cada composto depende-
rd antes de tudo da sua origem.

As substéncias himicas resultam de uma sucessdo de-estru-
turas quimicas ligadas entre si de maneira aleatéria. O centro
aromdtico pode ser formado de fendis, de polifendis e de ou-
tros compostos arométicos e poliarométicos’. As cadeias late-
rais podem conter grupos de carboidratos, protefnas, dcidos
orgnicos e ou produtos de sua transformagdo bioquimica*!*?,
Em funcdo da fonte do material fluorescente, a presenca ou
auséncia ¢ a proporgdo relativa entre estas estruturas sao dife-
rentes de uma molécula para a outra. Assim, lignina, tanino e
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outros polifendis que estdo presentes nas plantas superiores, es-
tdo na origem da maior parte da matéria orgénica fluorescente
de origem terrigénica®¥’. A decomposicio do fitoplancton, por
outro lado, parece ser a fonte principal da matéria fluorescente
marinha. Tem sido mostrado que a concentragdo de carbono
alifdtico nos compostos himicos marinhos é mais ou menos o
dobro daquela de carbono aromético®. Os fluoréforos formados
pelas reagGes de poli-condensac@o entre os grupos carbonilas e
aminas sfo provavelmente preponderantes na estrutura dos &ci-
dos filvicos marinhos ricos em hidrogénio e nitrogénio***,

4.2. A Massa Molar

A sintese dos trabalhos de diferentes autores sugere que a
fluorescéncia das dguas naturais é essencialmente devida as
moléculas cuja massa molar estd compreendida entre 500 e
2000 daltons, mais ou menos**’. Isto implica que a fluores-
céncia das dguas naturais deve-se mais aos 4cidos filvicos e
hidrofilicos do que aos 4cidos himicos***. Belin et al.*® em
recente trabalho realizado com extratos de MOD de 4guas do-
ces, observaram mesmo que o rendimento quéntico de fluores-
céncia de &cidos himicos corresponde aproximadamente a
metade daquele dos dcidos fulvicos e & terca parte daquele dos
dcidos hidrofilicos.

Em regra, a intensidade de emiss@o e de excitagdo diminui
com o aumento da massa molar para os 4cidos fdlvicos de
origem sedimentar, microbiana ou aquatica'***°,

Um deslocamento importante do espectro de emissdo em
direciio ao vermelho, seguido de uma diminui¢do do rendimen-
to de fluorescéncia tem também sido observado, quando a
massa molar aumenta, para os dcidos fulvicos de origem
microbiana'? assim como para o material fluorescente dissolvi-
do em dguas de reservatério*®. Este efeito tem sido atribuido a
uma maior proximidade dos croméforos aromdticos presentes
nas moléculas, o que se traduziria por uma maior probabilida-
de de desativagdo dos estados excitados'Z.

A forma do espectro de excitagdo também varia em fun-
¢do da massa molar. A segunda banda do espectro torna-se
mais larga em fungdo do aumento da massa molar do mate-
rial fluorescente®®.

5. A FLUORESCENCIA EM OCEANOGRAFIA

Duas abordagens siio possiveis quando se utiliza a
espectrofluorimetria para estudar as substincias orgnicas com-
plexas nas dguas naturais. A fluorescéncia pode ser empregada
como uma sonda para detectar a matéria orgénica e seguir seu
comportamento nos diversos compartimentos do meio ambien-
te, ou bem como um meio de melhor conhecer as fontes, a
natureza ¢ a estrutura quimica das macromoléculas responsi-
veis por sua emissdo. Em fungdo do tipo de informagfo dese-
jada, as propriedades de fluorescéncia sfo entdio medidas e
confrontadas & diferentes parametros.

5.1. Fluorescéncia X Salinidade

Este tipo de relagdo é geralmente empregado para seguir a
transferéncia da MOD durante a passagem continente/oceano.
Kalle® foi o primeiro a utilizar a fluorescéncia neste contexto
e foi seguido por varios autores’'**36,

Para ser utilizada como um mapeador, a fluorescéncia deve
se comportar conservativamente durante a mistura estuarina.
Um pardmetro pode ser considerado como sendo conservativo
se os valores medidos através do estudrio variam segundo uma
curva de diluigdo teérica linear®’. As curvas de dilui¢io sdo,
em geral, tragcadas em fungdo da salinidade. Para os estudos
das relagdes fluorescéncia x salinidade, o pardmetro que tem
sido levado em consideragdo na maior parte dos trabalhos, € a
intensidade de fluorescéncia, medida para um comprimento de
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onda de excitagdo fixo. Obtém-se, assim, boas correlagdes li-
neares decrescentes entre intensidade de fluorescéncia e
salinidade. Estes resultados sdo, aparentemente, independentes
do comprimento de onda de excitacdo utilizado (Aex = 313 € 370
nm®’; A, = 340 nm*3; Age = 370 nm’%; Ay, = 320 nm¥; Ay =
365 nm”; Aex = 358 nm®) e parecem confirmar um comporta-
mento conservativo da fluorescéncia em meio estuarino.
Estes fendmenos podem ser resumidos na figura 4. As dife-
rentes inclinagdes observadas entre os diferentes estudrios sdo
ligadas a diferenca da natureza das contribuigdes terrigéni-
cas’6® pode-se igualmente, observar variacdes da inclinagio
para um mesmo sistema, em func¢io das esta¢des do ano.
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Figura 4. Relagdo entre u intensidade de fluorescéncia e a salinidade
para amostras de dguas de diferentes estudrios. As amostras ocedni-
cas sdo oriundas do Oceano Atldntico, Plataforma Continental, Sudo-
este da Franga.

Alguns trabalhos tém também mostrado a existéncia de um
comportamento ndo conservativo do material fluorescente. Esta
ndo conservatividade seria ligada & produgdo e degradagdo da
matéria fluorescente durante seu tempo de residéncia no estu-
4rio> assim como a interagdes do Mg?* presente na dgua do
mar, com o material fluorescente®'

Nos raros casos em que o espectro completo de emissio de
fluorescéncia foi considerado, poucas diferencas nas caracte-
risticas espectrais puderam ser observadas durante a mistura
estuarina, para a maior parte dos A utilizados: Aex = 370 nm,
Aex = 358 nm®, Ag = 367 nm®™

Por outro lado, para um comprimento de onda de excitagéo
de 313 nm, diferencgas qualitativas considerdveis foram obser-
vadas entre as amostras provenientes dos dois extremos, mari-
nho e terrigénico, do estudrio. As amostras mais distantes do
mar apresentam posi¢des de maximo sensivelmente deslocadas
para o vermelho (40 nm em alguns casos) em rela(;ﬁo équelas
que sofrem influéncias predominantemente marinhas®3, Estes
dados tém sido interpretados como devidos a diferenga de na-
tureza entre as substincias responsdveis pela fluorescéncia nos
dois sistemas® associada a fendmenos como a floculagio de
material fluorescente provocada pela alteragdes nos parimetros
abidticos como pH e forga i6nica, durante o percurso estuari-

0'3. Este comprimento de onda parece ndo ser o tinico capaz
de detectar este fendmeno como pode ser observado na figura
S. Diferentes comprimentos de onda de emissdo serdo prova-
velmente observados entre amostras marinhas e terrlgemcas se
}»ex entre 300 ¢ 350 nm forem utilizados.
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5.2. Fluorescéncia X Nutrientes

Os dados publicados a este respeito sdo ainda raros mas
muito interessantes. Hayase et al.”®* observaram que existem
relacdes quase lineares entre a intensidade de fluorescéncia e
os nutrientes (fosfato, nitrato ¢ silicato) nas bafas de Sagami e
de Tokio assim como em algumas estagcdes ocednicas do Paci-
fico Norte. Resultados similares foram encontrados para amos-
tras do Golfo de Gasconha (Oceano Atlantico-Franga)®'.

Os sais nutritivos s@o fixados pelo fitoplancton nas camadas
superficiais, e regenerados pela decomposicao da matéria orga-
nica particulada que precipita, ao longo da coluna de dgua. A
correlagdo observada entre os sais nutritivos e a fluorescéncia
sugere que o material fluorescente poderia igualmente ser con-
sumido nas camadas superiores (por consumo bioldgico, ou,
por exemplo, por efeito fotoquimico) e depois ser regenerado
por processos oxidativos na coluna d’agua®®®. Estas suposi-
¢Oes se fortalecem pelas relagdes lineares entre fluorescenc1a e
consumo de oxigénio, observadas na mesma locagio®,

5.3. Fluorescéncia X Carbono Orgénico Dissolvido

A fluorescéncia das dguas naturais é, em principio, produzi-
da pela matéria orginica dissolvida ai presente. Vdrios autores
tém, portanto, tentado utilizar as relagdes fluorescéncia/carbono
orgnico dissolvido para assim obter uma método de anélise
indireto deste pardmetro nos ambientes aqudticos. Para as amos-
tras provenientes de certos ambientes, existe, de fato, uma boa
correlagdo entre a concentragdo de matéria orgamca dissolvida
e a fluorescéncia: dguas intersticiais (figura 6)°"%%, dguas do-
ces”, dguas estuarinas %

Esta relagdo ndo é sempre verificada. Black e Christman
por exemplo, observaram que a relagdo entre fluorescéncia e
carbono orginico ndo era constante para diferentes tipos de
dguas examinadas. Outros autores tém sugerido que a fluores-
céncia das dguas ocednicas ndo depende do carbono orgéanico
total, mas poderia estar associada as concentra¢des em protef-
nas, carboidratos e lipidios dissolvidos nas diferentes camadas
da coluna de dgua’’. Stewart ¢ Wetzel’? sugeriram mesmo que
nio se utilize a fluorescéncia, em nenhum caso, para estimar o
carbono orgénico dissolvido.

As razdes desta falta de correlacdo nfio sdo claras e vérios
poderiam ser os motivos de tais divergéncias. Primeiro, dife-
rentemente das 4dguas de origem terrigénica e interstiticiais,
pode haver, nos oceanos, uma parte importante da MOD que é
contabilizada nas medidas de COD mas que ndo fluoresce.
Outra causa poderiam ser as modificacdes sofridas pela MOD
durante seu longo tempo de residéncia nos oceanos. Nas dguas
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Figura 6. Relagdo entre a intensidade de fluorescéncia e a concentra-
¢do de COD para dguas intersticiais (3000 m de profundidade) do
Golfo de Gasconha (Oceano Atldntico, Sudoeste da Franga). Os dife-
rentes simbolos representam amostras de diferentes pontos de coleta.

profundas do Pacifico, a idade das substincias himicas € esti-
mada em 6000 anos’>. Enfim, o contetido de COD poderia ser
sub-estimado pelas técnicas cldssicas de medida™. Existe atu-
almente uma importante controvérsia sobre este tema desde que
Suzuki e colaboradores™’® divulgaram que as medidas de COD
feitas com técnicas a altas temperaturas seriam de 50 a 400%
mais altas do que aquelas feitas anteriormente. Finalmente, deve
ser levado em consideragdo o fato de que a precisdo das medi-
das nos niveis de concentragio de dgua do mar (mais ou menos
1 mg/l) é muito menor do que ajuela de amostras mais concen-
tradas e a contaminag@o eventual ¢ muito mais frequente.

5.4. Fluorescéncia x Poluicao

A maioria dos estudos relativos a polui¢do no meio ambien-
te sdo baseados em métodos analiticos que determinam as con-
centragbes dos poluentes tais como {ons metdlicos. Os resulta-
dos sdo geralmente relativos as concentragdes totais sem levar
em conta a especiacdo (forma quimica) do constituinte consi-
derado. Numa outra abordagem, a espectrofluorimetria permite
avaliar os efeitos da poluicdo na matéria organica dissolvida
em ambientes aqudticos, desde que estes efeitos provoquem
mudangas nas caracteristicas de fluorescéncia deste material.
As caracteristicas da fluorescéncia comumente incluem inten-
sidade, comprimento de onda de emissdo, eficiéncia de fluo-
rescéncia, e ou, polarizagio’’. A fluorescéncia pode igualmen-
te ser usada para estudar os processos quimicos envolvendo
poluentes fluorescentes tais como os hidrocarbonetos poliaro-
maticos’® a ainda, como um método para determinar a concen-
tra%éio de organoestinicos em amostras ambientais e biolégi-
cas”™. Os métodos de fluorescéncia oferecem vdrias vantagens
sobre outros porque sdo sensiveis e podem ser aplicados em
concentracdes tdo baixas como aquelas tipicamente encontra-
das na natureza.

6. A REATIVIDADE DA MATERIA FLUORESCENTE
6.1. A Fotoquimica

Inimeros trabalhos tém tratado dos processos fotodindmicos
que resultam da interacdo entre a luz solar e a matéria organica
dissolvida nas dguas naturais e, principalmente, as substancias
himicas. Na presenga de irradiago ultravioleta, as substancias
himicas podem sofrer fotodecomposi¢do e gerar espécies de
forte poder oxidante como o oxigénio singlete, o peréxido de
hidrogénio e o radical hidroxila®** Estas espécies sio alta-
mente reativas e estdo na origem dos processos considerados
como sendo dos mais importantes nos oceanos.
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A degradagdo fotoquimica e a produgdo de compostos qui-
micos de baixo peso molecular resultante, poderia ser uma das
etapas determinantes na cinética dos processos de transforma-
¢do do carbono orginico bioldgico refratdrio (as substdncias
hiimicas) no oceano®,

Até o presente, ndo se sabe a que ponto as substdncias
himicas podem ser modificadas pelas reacbes fotoquimicas e,
em alguns casos, os métodos espectroscépicos t&ém sido utiliza-
dos para avaliar estes fendmeno®*7, Uma exposicio prolonga-
da das substincias himicas a uma fonte de irradiagdo mono-
cromdtica provoca uma diminuigdo geral da intensidade € um
deslocamento dos espectros de fluorescéncia®. Efeitos simila-
res tém sido observados na irradiacdo de amostras de dguas
estuarinas e de exsudatos fitoplanctdnicos, com luz policroma-
tica de espectro semelhante 2 luz solar®'. A fotoprodugdo de
formas quimicas como o formaldeido, o acetaldeido, o glioxal,
o glioxalato € o CO a partir da matéria organica dissolvida
marinha estd estreitamente ligada com a fluorescéncia®®,

6.2. A Complexagio com os Metais

Diferentes métodos tém sido empregados para estudar as
interacOes entre a matéria organica ¢ os metais. O estudo da
evolucdo das propriedades espectrais em fungfo da concentra-
¢do em metais presentes nos meios representa um dos métodos
mais comumente utilizados. De fato, védrios fons metélicos tém
a propriedade de suprimir a fluorescéncia por diferentes tipos
de mecanismos fotoffsicos. Os metais pesados podem acelerar
a velocidade das transferéncias intersistemas das transi¢des
eletronicas, mecanismo este que entra em competicdo com o
processo da fluorescéncia. Os fons paramagnéticos aceleram a
evolucdo dos processos nao radiativos o que se traduz por uma
reducio da intensidade de emissdo’’.

Dois diferentes tipos de interagdes entre a molécula fluores-
cente e 0 metal poderiam estar na origem da supressdo da flu-
orescéncia das substancias himicas na presenga destes fons. O
primeiro, consiste na complexacdo do metal com os sitios flu-
orescentes da molécula. Pode-se, entdo, falar de modo de su-
pressdo estdtico. O segundo, consiste de uma supressdo dind-
mica, que seria devida a colisdo da molécula fluorescente com
os fons metdlicos!”.

Ryan et al.® mostraram que, para 4cidos filvicos, o fon
Cu?* é um inibidor de fluorescéncia mais eficaz que os fons
Co** e Ni**. Eles mostraram, igualmente que o fon metilico
deve estar efetivamente ligado a molécula para poder suprimir
a fluorescéncia e que cada fon contribui para a supressio da
fluorescéncia de mais ou menos um fluoréforo. Estes resultados
estdo de acordo com um modo de supressdo estitico, da fluo-
rescéncia.

As curvas de titulagdo da matéria fluorescente em fungdo da
concentracdo do metal adicionado podem ser utilizadas para
obter informacgdes sobre o equilibrio,

Matéria Orginica + Metal < Matéria Orginica-Metal

se considerarmos que a percentagem de supressdo é proporci-
onal & quantidade de matéria orginica associada ao metal.
Pode-se obter uma relagdo entre intensidade medida de fluo-
rescéncia e a quantidade de metal adicionado a partir das cur-
vas assim obtidas®’. Desta maneira, as capacidades de comple-
xagdo (Cyp) e as constantes de equilibrio aparente (K) podem
ser calculadas por regressdo ndo linear. Os resultados obtidos,
sdo em geral, compardveis aqueles medidos por outros méto-
dos como o dos Eletrodos Seletivos, a Espectrometria de Ab-
sorgio Atdmica associada A didlise®® e a Voltametria de
Redissolugio Anédica’..

Virios trabalhos tém sido publicados sobre este tema®*%-%3,
As conclusdes ndo sdo undnimes e tém gerado importantes
controvérsias sobre a validade e aplicagdo dos resultados® ¢,
Muitos autores t€m encontrado valores de Cp negativos e,
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muitas vezes, esta metodologia tem-se mostrado eficiente so-
mente em amostras onde a concentragdo de material fluores-
cente seja elevada. Num trabalho recente, foi realizada uma
adaptacéio deste modelo para uma situagdo de multiligantes, o
que solucionou o problema do valor de C;, e ainda mostrou
que fragdes cromatograficas de maior polaridade (tanto para
MOD marinha como terrestre) apresentam uma concentragio
de ligantes mais importante®,

Num outro tipo de tratamento, fazendo variar a concentra-
¢do de Cu?* e utilizando espectros sincronizados, Machado et
al.*, detectaram dois sitios principais de complexagio em 4ci-
dos filvicos extraidos de solos.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Todas as contribui¢des no sentido de melhorar os conheci-
mentos relativos a distribuigdo e reatividade do carbono orga-
nico nas dguas naturais sdo sempre bem vindas. A espectrosco-
pia de fluorescéncia parece particularmente interessante na
medida em que permite uma avaliacfo direta das amostras sem
tratamento quimico ou pré-concentracdo. As limitacGes por
enquanto, estdo por conta da falta de intercalibracdo. Apesar
disso, os trabalhos mais recentes, com técnicas aprimoradas,
mostram que a fluorescéncia pode ser usada como um mapea-
dor da MOD tanto quantitativa como qualitativamente.

Do ponto de vista quantitativo, a fluorescéncia parece estar
perfeitamente correlacionada com a MOD tetal em ambientes
onde a concentragdo de carbono orginico € significativa, tais
como 4guas intersticiais e estuarinas. No oceano este ndo € o
caso. Af, a fluorescéncia parece relacionar-se quantitativamente
com grupos individuais de componentes bioquimicos dissolvi-
dos tais como proteinas, lipidios, fosforo orgdnico e outros
nutrientes. Este fato deve estar relacionado com um balango
entre as quantidades relativas destes componentes e os com-
postos hiimicos nestes ambientes, assim como com as eventu-
ais modificacGes sofridas pela MOD durante seu tempo de re-
sidéncia nos oceanos.

No que se refere aos aspectos qualitativos, os resultados
tém apontado para a existéncia de trés principais grupos de
fluoréforos responsdveis pela fluorescéncia nas dguas naturais.
Um destes grupos emite em comprimentos de onda mais curtos
(Aex < 300 nm e Ay, < 350 nm) e pode resultar da emissdo de
fluorescéncia por aminodcidos e protefnas cuja presenca esta-
ria relacionada com a matéria orginica mais 14bil e recente. Os
dois outros, com Aen, variando entre 390 e 450 nm (A, de 300
a 340 nm) seriam relativos aos compostos hiimicos,

No papel de sonda para o estudo da reatividade da MOD
nos sistemas aqudticos a fluorescéncia tem, € claro, suas limi-
tacdes principalmente se considerarmos que nem toda a MOD
fluoresce. Apesar disso, no que se refere aos estudos de com-
plexacdo, o interesse que esta metodologia tem despertado entre
os pesquisadores tem levado a uma importante evolugio da
aplicacdo do método da extingdo da fluorescéncia por ions
paramagnéticos. Gragas ao esfor¢o conjunto de pesquisadores
de diferentes dreas (biologia, quimica, matemdtica, oceanogra-
fia, etc), e ao avango de recursos informdticos tem-se produzi-
do modelos para o tratamento dos dados que, de mais em mais
se aproximam da realidade, e, por isso, tendem a convergir
para um senso comum. Estes avangos tem permitindo cada vez
mais, a comparacdo entre os parimetros de complexagio obti-
dos para a MOD de diferentes ambientes.
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