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RESUMO

MORAIS, C. P. Métodos fotdnicos inovadores para avaliacdo da contaminacdo de
ecossistemas aquatico através da analise de sedimentos. 2021. Tese (Doutorado em Quimica
Analitica) — Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, Brasil
e Université de Toulon, La Garde, Franga, 2021.

Os contaminantes presentes nas dguas podem ser adsorvidos por materiais em suspensao e
acumulados em sedimentos. O monitoramento de elementos potencialmente toxicos (PTES) e
do fosforo (P) em sedimentos permite avaliar respectivamente o nivel de contaminacéo e o grau
de eutrofizacdo de rios. As técnicas comumente utilizadas para a determinacdo elementar em
sedimentos exigem o preparo das amostras gerando quantidades consideraveis de residuos
quimicos e gasto de tempo. A espectrometria de emissao 6ptica com plasma induzido por laser
(LIBS) é uma alternativa para contornar as desvantagens associadas ao preparo da amostra,
entre outros. A baixa sensibilidade da LIBS com pulso Unico (SP) pode ser aumentada
empregando a LIBS com pulso duplo (DP). Considerando a complexidade quimica dos
sedimentos, a materia organica (MO) € um dos parametros que deve ser avaliado. A
fluorescéncia no modo matriz excitacdo-emissdo (EEM) combinada com a analise de fatores
paralelos (PARAFAC) pode ser empregada para acessar informacgdes sobre a composi¢éo e
origem da MO extraida. Enquanto a supressdo de fluorescéncia permite compreender a
capacidade da MO extraida em complexar ou liberar PTEs. O conteudo de clorofila a (Chl-a)
em sedimentos também reflete a eutrofizacdo dos rios. Sua determinacgéo é feita por meio de
técnicas que exigem sua extracdo com solventes organicos. Assim, a avaliacédo direta da Chl-a
nos sedimentos ¢ ideal para avaliar o grau de eutrofizacéo de rios. Algumas técnicas inovadoras
baseadas em fluorescéncia, como a microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) e a
espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser (LIFS) permitem a andlise direta das
amostras e se destacam como uma vantagem para 0s inconvenientes relacionados as extracdes
quimicas. Frente ao exposto, este estudo relata o desenvolvimento de instrumentacao e métodos
utilizando a LIBS para quantificar P, Cr, Cu e Ni em sedimentos, o emprego da EEM e da
supressdo de fluorescéncia para avaliar as propriedades Opticas e a interacdo da MO extraida
com o Cu(ll), respectivamente, e o desenvolvimento de métodos utilizando CLSM e LIFS para
medir Chl-a em sedimentos a fim de avaliar a contaminacdo de ecossistemas aquatico. Os
resultados mostraram que as técnicas SP e DP LIBS tem grande potencial para determinacéo
de P em sedimentos, porém para determinacdo de Cr, Cu e Ni é necessario empregar DP LIBS
devido a sua maior sensibilidade. De acordo com a EEM e a supresséo de fluorescéncia, a MO
extraida dos sedimentos com NaOH (EOMSed) do Rio Piracicaba é de origem autdctone e
aléctone derivada da MO do solo e interage mais com Cu(ll) do a EOMSed do Rio Tieté que é
predominantemente antropogénica. A CLSM permitiu verificar que a Chl-a tem maior
afinidade e é menos oxidada na fracdo mineral do sedimento. E a LIFS combinada com a
primeira derivada dos espectros mostrou ser capaz de semiquantificar a Chl-a em sedimentos.
A combinacdo dos métodos desenvolvidos baseados em técnicas fotbnicas € uma maneira
eficiente para o monitoramento de ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: Espectroscopia Optica. Sedimento fluvial. Matéria organica. Eutrofizacdo.
Contaminacao.



RESUME

MORAIS, C. P. Méthodes photoniques innovantes pour I'évalauation de la contamination
des écosystemes aquatiques a travers I'analyse des sediments. 2021. These (Doctorat en
Chimie Analytique) - Instituto de Quimica de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o
Carlos, Brésil et Université de Toulon, La Garde, France, 2021.

Les contaminants présents dans les eaux de riviére peuvent étre adsorbés par les matiéres en
suspension et s'accumuler dans les sédiments. Le suivi des éléments potentiellement toxiques
(PTEs) et du phosphore (P) dans les sédiments permet d'évaluer respectivement le niveau de
contamination et le degré d'eutrophisation des riviéres. Les techniques couramment utilisées
pour la détermination des éléments dans les sédiments nécessitent la préparation d'échantillons
générant des quantités considérables de résidus chimiques, de la main-d'ccuvre et du temps. La
spectrométrie d'émission optique a plasma induit par laser (LIBS) est une alternative pour
contourner les inconvénients liés entre autre a la préparation des échantillons. La faible
sensibilité de la LIBS a impulsion unique (SP) peut étre augmentée en utilisant la LIBS a double
impulsion (DP). Compte tenu de la complexité chimique des sédiments, la matiére organique
(MOQ) est I'un des parametres qui doit étre évalué. Le mode de mesure par matrice d'excitation-
émission de fluorescence (EEM) combine a une analyse factorielle paralléle (PARAFAC) peut
étre utilisé pour accéder aux informations sur la composition et I'origine de la MO extraite.
Quant au quenching de fluorescence, cette technique permet de mesurer la capacité de la MO
extraite a complexer ou a libérer les PTEs. La teneur en chlorophylle-a (Chl-a) dans les
sédiments reflete également l'eutrophisation des rivieres. Sa détermination se fait par des
techniques qui nécessitent son extraction avec des solvants organiques. Ainsi, I'évaluation
directe de la Chl-a dans les sédiments est idéale pour évaluer le degré d'eutrophisation des
rivieres. Certaines technigques innovantes basées sur la fluorescence, telles que la microscopie
confocale a balayage laser (CLSM) et la spectroscopie de fluorescence induite par laser (LIFS),
permettent I'analyse directe des échantillons et constituent un avantage par rapport aux
extractions chimiques. Compte tenu de ce qui précéde, cette étude présente le développement
d'instruments et de méthodes utilisant la LIBS pour quantifier P, Cr, Cu et Ni dans les
sédiments, l'utilisation des EEMs et du quenching de fluorescence pour évaluer les propriétés
optiques et I’affinité vis a vis des métaux de la MO extraite des sédiments, respectivement. Les
resultats sur le développement de méthodes utilisant le CLSM et la LIFS pour mesurer le Chl-
a dans les sédiments afin d'évaluer la contamination des écosystemes aquatiques sont également
présentés. Les résultats ont montré que les techniques SP et DP LIBS ont un grand potentiel
pour la détermination du P dans les sédiments, mais pour la détermination du Cr, Cu et Ni, il
est nécessaire d'utiliser la DP LIBS en raison de sa plus grande sensibilité. Selon le quenching
de fluorescence et de la fluorescence EEMs, la MO extraite des sediments avec NaOH
(EOMSed) de la riviere Piracicaba est d'origine autochtone et allochtone dérivant de la MO du
sol et interagit davantage avec le Cu(ll) que 'EOMSed de la riviere Tieté dont l'origine est
principalement anthropique. La CLSM a permis de vérifier que le Chl-a a une plus grande
affinité et est moins oxydée dans la fraction minérale du sédiment. Le LIFS combiné a la dérivée
premiére des spectres s'est avéré capable de semi-quantifier la Chl-a dans les sédiments. La
combinaison des méthodes développées basées sur les techniques photoniques s’avére efficace
pour la surveillance des écosystemes aquatiques.

Mots-clés: Spectroscopie optique. Sédiment de riviere. Matiere organique. Eutrophisation.
Contamination.



ABSTRACT

MORAIS, C. P. Innovative photonic methods for assessing the contamination of aquatic
ecosystems through sediment analysis. 2021. Thesis (PhD in Analytical Chemistry) - Instituto
de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, Brazil and University of
Toulon, La Garde, France, 2021.

Contaminants present in water can be adsorbed by suspended materials and accumulate in
sediment. The monitoring of potentially toxic elements (PTEs) and phosphorus (P) in sediments
allows evaluating the contamination level and the degree of eutrophication of rivers,
respectively. The techniques commonly used for the elemental determination in sediments
require samples preparation generating considerable amounts of chemical residues and waste
of time. Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) is an alternative to overcome the
disadvantages associated with sample preparation. The low sensitivity of single pulse (SP)
LIBS can be increased by employing double pulse (DP) LIBS. Considering the chemical
complexity of the sediments, the organic matter (OM) is one of the parameters that must be
evaluated. Fluorescence excitation-emission matrix (EEM) combined with parallel factor
analysis (PARAFAC) can be used to access information about the composition and origin of
the extracted OM. Fluorescence quenching allows to understand the ability of extracted OM to
complex or release PTEs. The chlorophyll a (Chl-a) content in sediments also reflects the
eutrophication of rivers and its determination is made through techniques that require its
extraction with organic solvents. Thus, direct assessment of Chl-a in sediments is ideal to assess
the degree of eutrophication of rivers. Some innovative fluorescence-based techniques such as
confocal laser scanning microscopy (CLSM) and laser-induced fluorescence spectroscopy
(LIFS) allow direct analysis of samples and stand out as an advantage for the inconveniences
related to chemical extractions. Based on that, this study reports the instrumentation and method
development using LIBS to quantify P, Cr, Cu, and Ni in sediments, the use of EEMs and
fluorescence quenching to assess the optical properties and interaction of the extracted OM with
Cu(Il), respectively, and the method development using CLSM and LIFS to measure Chl-a in
sediments in order to assess the contamination of aquatic ecosystems. The results showed that
the SP and DP LIBS techniques have great potential for determining P in sediments, but for the
determination of Cr, Cu, and Ni it is necessary to use DP LIBS due to its greater sensitivity.
According to EEMs and fluorescence quenching, the OM extracted from sediments with NaOH
(EOMSed) from the Piracicaba River is of autochthonous and allochthonous origin, derived
from the OM of the soil and interacts more with Cu(l1) than the EOMSed from the Rio Tieté,
which is predominantly anthropogenic. CLSM showed that Chl-a has greater affinity and is less
oxidized in the mineral fraction of the sediment. LIFS combined with the first derivative of the
spectra was shown to be able to semi-quantify Chl-a in sediments. The combination of methods
developed based on photonic techniques proved to be efficient for monitoring aquatic
ecosystems.

Keywords: Optical spectroscopy. River sediment. Organic matter. Eutrophication.
Contamination.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO
1.1 Contextualizacéo do problema

Nos ultimos 30 anos o Brasil perdeu 15,7% de todos os seus recursos hidricos
superficiais. Isto representa 3,1 milhdes de hectares e se nenhuma medida for tomada, essa
reducdo podera ser de 25% antes de 2050 (PROJETO MapBiomas, 2021). Os principais fatores
que explicam esta reducdo da superficie de &gua no Brasil e que tem causado impactos
negativos na producdo de alimentos e de energia elétrica sdo as mudangas climéticas; o
crescimento populacional; o desmatamento para implantacdo da agropecuaria, o qual interfere
no aumento da temperatura local, altera nascentes de rios e leva ao assoreamento de rios e lagos;
a construcdo de pequenas represas para irrigacdo de fazendas e de grandes represas para
producédo de energia, levando a diminuicdo do fluxo hidrico e perda de agua para a atmosfera
por processos de evaporacdo, respectivamente; e as queimadas (BHERING et al., 2021;
PROJETO MapBiomas, 2021).

Ademais, o Estado de Sado Paulo que é o mais populoso e com maior PIB do Brasil
enfrenta diversos problemas quanto a poluicdo de seus rios. Em areas com alta densidade
populacional, as principais fontes de contaminagdo dos corpos d’agua sdo despejo de esgoto
doméstico, efluente industrial e agua drenada de areas agricolas (KUBO; KANDA, 2020). Os
contaminantes organicos e inorganicos presentes nas aguas podem ser adsorvidos por materiais
em suspensdo e entdo acumulados em sedimentos (CHOI et al., 2021). Além do transporte de
sedimentos, o aumento da vazdo dos rios, das chuvas e das atividades antropogénicas que
afetam o leito do rio, como construcéo de pilares de sustentacdo de pontes, dragagens, passagem
de dutos, entre outras, podem provocar o revolvimento dos sedimentos e a transferéncia dos
contaminantes para a coluna de agua (SAHU; PRUSTY; GODGUL, 1994). Desta forma, o
monitoramento da poluicdo se faz necessario visando a tomada de medidas apropriadas para a
recuperacdo e preservacao da qualidade das aguas. Para avaliar a qualidade dos ecossistemas
aquaticos, a analise de testemunhos de sedimentos é preferida por mostrar a distribui¢do dos
elementos em profundidade e correlacionar o perfil obtido com o histérico de uso e ocupacao
do solo e, consequentemente, com potenciais contribui¢bes antrépicas, que nem sempre sdo
detectaveis pelo uso da qualidade da agua (CETESB, 2018). Este conhecimento ajuda também
a avaliar o risco potencial de contaminacéo da coluna de 4gua pelos sedimentos.

Dentre os contaminantes presentes nos corpos aquaticos, os elementos potencialmente
toxicos (PTEs, do inglés potentially toxic elements) (DUFFUS, 2002; POURRET,;
HURSTHOUSE, 2019) presentes em sedimentos sdo considerados uma grande ameaga para 0s

organismos aquaticos, uma vez que ndo sdo biodegradaveis e podem ser propagados facilmente
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na cadeia alimentar (CHEN et al., 2016). O monitoramento de PTEs em ambientes aquaticos é
de grande importancia porque enquanto alguns elementos como cromo (Cr) e o niquel (Ni) sdo
extremamente toxicos a todos os organismos, o cobre (Cu) é um metal essencial no ciclo de
vida de todas as plantas e animais aquéaticos, no entanto em determinadas quantidades pode se
tornar toxico (DEBNATH; SINGH; SHARMA, 2021). Os sedimentos atuam como o principal
sumidouro de PTES em ecossistemas aquéticos e sdo um indicador eficaz de contaminacéo por
metais (BING et al., 2016). No entanto, se ocorrer alteragdes nas condi¢es do rio, 0s
sedimentos podem também atuar como potenciais fontes de poluentes secundarios no ambiente
aquatico (CHEN et al., 2016).

De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e a Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), a qualidade dos sedimentos é avaliada
considerando trés linhas de evidéncias: contaminacdo quimica, comunidade bentdnica e
toxicidade. Para avaliar a contaminacdo quimica, as substancias quimicas séo classificadas de
acordo com sua concentragdo nos sedimentos. O CONAMA e a CETESB segue os valores de
classificagéo estabelecidos pelo Conselho Canadense de Ministros do Meio Ambiente (CCME,
do inglés Canadian Council of Ministers of the Environment) (CETESB, 2018; BRASIL, 2012).
Os limites desses valores sdo baseados na probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos a
biota aquética, sendo que o menor limite € o Nivel de Efeito Limiar (TEL, do inglés Threshold
Effect Level), cuja concentragéo esta abaixo da qual raramente séo esperados efeitos biologicos
adversos e o maior limite é o Nivel de Efeito Provavel (PEL, do inglés Probable Effect Level),
cuja concentracédo esta acima da qual frequentemente sdo esperados efeitos bioldgicos adversos.

A avaliacdo da qualidade dos sedimentos por meio da linha de evidéncia contaminacao
quimica é complementada pela analise de fosforo total (TP, do inglés total phosphorus), que é
uma variavel quimica importante no estudo da qualidade do sedimento, pois permite avaliar a
carga de nutrientes e a extensdo do grau de eutrofiza¢do dos corpos d'agua. A origem do fosforo
(P) nos sedimentos pode ser natural, vinda de fora do sistema aquético (aléctone), de dentro do
sistema (autoctone) ou antropogénica (THOMAZ; PEREIRA; PAGIORO, 2001). Dependendo
da concentracdo, o P pode ser prejudicial ao sistema aquatico, acelerando o processo de
eutrofizacdo dos rios (EBADI; HISORIEV, 2018; REYNOLDS; DAVIES, 2001). A
consequéncia ambiental mais severa é a diminui¢cdo do oxigénio dissolvido na dgua, causando
a morte de espécies vegetais e animais. Além disso, altera o sabor e o cheiro da agua
(MLYNARCZYK et al., 2013).

O método oficial para determinacdo elementar em sedimentos € o método USEPA

6010C. Este método utiliza a espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
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acoplado (ICP OES, do inglés inductively coupled plasma emission spectrometry) para a
determinacdo elementar (USEPA, 2000). Essa técnica exige o preparo das amostras de
sedimentos para compatibiliza-las com seu sistema de introducao de amostras. A conversdo de
amostras sélidas em solucgdes €, na maioria das vezes, feita por procedimentos de digestdo via
Umida empregando altos volumes de misturas oxidantes (MLYNARCZYK et al., 2013;
PEREIRA, T. de S. et al., 2015; ROSOLEN et al., 2015). Assim, quantidades consideraveis de
residuos quimicos sdo gerados, discordando dos principios da quimica verde (ANASTAS;
EGHBALLI, 2010; ANASTAS, 1999).

A espectrometria de emissdo dptica com plasma induzido por laser (LIBS, do inglés
laser-induced breakdown spectroscopy) € uma técnica alternativa para contornar as
desvantagens associadas ao preparo da amostra, pois possibilita a analise direta de amostras
solidas, eliminando ou reduzindo o uso de reagentes quimicos. Alem disso, a técnica LIBS
apresenta outras vantagens, como custo de andlise relativamente baixo quando comparado aos
métodos analiticos convencionais e analise rapida em tempo real. A LIBS € uma técnica de
espectroscopia de emissdo oOptica que usa um plasma gerado por um laser pulsado para
vaporizar, atomizar e excitar os analitos presentes em uma amostra. Quando as espécies
excitadas retornam a um estado de menor energia, elas emitem linhas de emisséo discretas que
sdo caracteristicas de cada elemento (CREMERS; RADZIEMSKI, 2013). Este espectro de
emissdo contém informacdes qualitativas e quantitativas sobre a composi¢cdo da amostra
(SENESI et al., 2018). No entanto, as limitagdes da LIBS, em comparacdo com as técnicas
analiticas classicas, sdo a menor sensibilidade e precisdo, devido aos efeitos de matriz, o que
dificulta a construcdo de modelos de calibracdo para analise quantitativa (FERREIRA et al.,
2011). Trabalhos na literatura cientifica ttém mostrado que a sensibilidade do sistema LIBS com
pulso unico (SP, do inglés single pulse) pode ser aumentada significativamente empregando a
abordagem LIBS com pulso duplo (DP, do inglés double pulse) (MENEGATTI et al., 2017;
NICOLODELLI et al.,, 2015, 2017). No entanto, é de extrema importancia otimizar os
parametros instrumentais que influenciam na obtencdo dos espectros LIBS. Para isso, 0
planejamento de experimentos (DOE, do inglés design of experiments) pode ser utilizado para
definir os parametros analiticos mais apropriados para a analise multielementar de sedimento
de rio (YU et al., 2019). Como o desenvolvimento de métodos gquantitativos em LIBS para
analise de amostras complexas, como sedimentos, € um grande desafio devido aos efeitos de
matriz que sdo muito acentuados nessa técnica, é necessario investigar diferentes tratamentos

espectrais e estratégias de calibracdo do método a fim de obter modelos de calibragdo que
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permitem determinacfes com exatidao e precisdo satisfatorias (CASTRO; PEREIRA-FILHO,
2016; DE MORAIS et al., 2017).

Considerando a complexidade quimica dos sedimentos, a matéria organica (MO) deve
ser caracterizada. Visto que a atividade microbiana degrada a MO em compostos menores,
reduzindo seu potencial redutor, mudando a quimica dos PETs e interferindo nos processos de
formagdo do plasma LIBS. O lancamento de esgotos domésticos sem tratamento € uma das
principais causas do aumento da concentracdo da MO nos rios e a sua decomposicdo pelos
microrganismos reduz os niveis de oxigénio dissolvido no meio aquatico, podendo o rio se
tornar um ambiente andxico. Na presenca de oxigénio, a decomposicdo da MO carbonécea e
nitrogenada libera P e nitrogénio (N) e torna o0 meio redutor no caso dos sedimentos (ZANG et
al., 2000). Dessa forma, tanto a entrada desses nutrientes nos corpos aquaticos como as suas
liberacdes devido a decomposi¢do da MO sdo preocupantes, pois em excesso, esses nutrientes
provocam a ocorréncia do fenbmeno denominado de eutrofizacdo, elevando as taxas de
producdo primaria e o crescimento excessivo de algas e macrofitas aquaticas (ANDERSON,;
GLIBERT; BURKHOLDER, 2002). Na auséncia de oxigénio, a decomposic¢do da MO causa a
liberacdo de subprodutos volateis odoriferos dos corpos d’agua, causando incobmodos a
populacédo e danos aos materiais e a flora (HULTHE; HULTH; HALL, 1998).

Como a MO representa uma mistura complexa de moléculas que variam de tamanho e
complexidade de monémeros simples a restos mais ou menos intactos de organismos, algumas
técnicas analiticas ndo permitem a sua avaliacdo direta e total, por isso, a extracdo baseada na
solubilidade pode ser empregado (FUNKEY; CONLEY; STEDMON, 2019). A caracterizagdo
da MO extraida de sedimentos por meio das suas propriedades Opticas tem mostrado ser uma
maneira rapida e eficiente para avaliar a qualidade dos recursos hidricos e obter informac6es
sobre as atividades antrépicas (DU, Y. X. et al., 2021). A fluorescéncia no modo matriz
excitacdo-emissdo (EEM, do inglés fluorescence excitation-emission matrix) tem sido
amplamente empregada para a caracterizacdo da MO porque ela tem o potencial de acessar
informacBes importantes sobre processos bioquimicos por meio da fluorescéncia
(MARKECHOVA; TOMKOVA; SADECKA, 2013; MCKNIGHT et al., 2001; PITTA; ZERI,
2021). Devido a complexidade dos dados EEM, a decomposicdo matematica utilizando a
analise de fatores paralelos (PARAFAC, do inglés parallel factor analysis) tem sido empregada
no tratamento desses dados com intuito de reduzi-los, facilitando a sua interpretacdo
(MURPHY et al., 2013).

Os sedimentos funcionam como sumidouro de PTEs em parte devido a capacidade da

MO em interagir com os PTEs presentes no ambiente formando complexos metal-ligante
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organico (BING et al., 2016; BOYD et al., 2005). Para avaliar e entender o papel da MO na
captura dos metais nos sedimentos, é necessario compreender a capacidade da MO em
complexar ou liberar esses contaminantes metalicos. Dessa forma, a supressdo de fluorescéncia
tem sido empregada para determinar as propriedades quimicas da MO e investigar suas
habilidades de ligacdo com ions metalicos porque a formacgdo de complexos metal-ligante
organico diminui a fluorescéncia da MO (OSBURN; DEL VECCHIO; BOYD, 2014).

Um corpo aquatico eutrofizado é caracterizado por alta producdo priméria, aumento da
taxa de sedimentagdo e anoxia em sedimentos. Além da concentragdo de TP nos sedimentos, 0
aumento da sintese de MO e consequente eutrofizacdo dos rios pode ser monitorada pela medida
direta da clorofila a (Chl-a) em sedimentos (CHEN, N.; BIANCHI; BLAND, 2003). Essa
varidvel permite monitorar o processo de eutrofizacdo por estar relacionado ao nivel de
crescimento de algas (KOWALEWSKA, 2005). Geralmente, a concentracdo de Chl-a em
amostras de sedimentos é determinada por espectrofotometria UV-Vis usando acetona como
solventes para sua extragcdo (SANCHINI; GROSJEAN, 2020). Algumas técnicas baseadas em
fluorescéncia permitem a analise direta das amostras e se destacam como uma vantagem para
0s inconvenientes relacionados as extracGes quimicas com solventes organicos. Essas técnicas
permitem um estudo seletivo de moléculas que apresentam fluorescéncia nas amostras em
comprimentos de onda especificos (LAKOWICZ, 2013). A microscopia confocal de varredura
a laser (CLSM, do inglés confocal laser scanning microscopy) pode fornecer informacdes
relevantes sobre a concentracdo e a distribuicdo espacial do fluor6foro em uma amostra
(COLETTA etal., 2013). A CLSM é uma técnica que tem sido aplicada nos ultimos anos para
obter imagens de fluorescéncia de amostras com alta resolucéo espacial e espectro de emissao
de fluorescéncia para cada pixel da imagem (LOREN; LANGTON; HERMANSSON, 2007).
A CLSM é um microscopio convencional com lentes convergentes, iluminagdo monocromatica
apropriada para excitar os fluoréforos na amostra e um pinhole posicionado antes do detector
para passar somente a luz provinda do ponto focal das lentes. Este tipo de microscopio utiliza
filtros Opticos para adquirir apenas a luz emitida pela espécie para formar a imagem de
fluorescéncia da amostra (HACKLEY et al., 2020).

Outra interessante possibilidade é a espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser
(LIFS, do inglés laser-induced fluorescence spectroscopy) que tem sido usada para avaliar a
qualidade da MO do solo por meio do espectro de emissdo, o qual tem mostrado relacdo direta
com a aromaticidade da MO (MILORI et al., 2006; TADINI et al., 2018, 2021). A LIFS usa
um laser de diodo continuo na regido do azul para excitar os fluor6foros presentes nas amostras

e a intensidade do espectro esta relacionada ao nimero de espécies excitadas (MILORI et al.,
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2006; TIVET et al., 2013). O fenémeno de fluorescéncia ocorre em sistemas que permitem a
transi¢do de n ou 7 elétrons para orbitais 7*, como 0s sistemas aromaticos (SENESI, et al.,
1991).

Frente ao exposto, este estudo relata o desenvolvimento de instrumentacdo e metodos
quantitativos utilizando a LIBS, a caracterizacdo elementar e molecular da MO extraida e suas
propriedades quimicas e o desenvolvimento de métodos utilizando CLSM e LIFS para medidas
de Chl-a, a fim de avaliar a qualidade de sedimentos fluviais de diferentes bacias hidrogréficas
que recebem diferentes cargas de efluentes e assim, permitindo o monitoramento de rios em

relacdo a contaminacao de PTESs e o grau de eutrofizacao.

1.2 Hipoteses

Este trabalho foi realizado para verificar trés hipoteses: (i) a técnica LIBS tem sido muito
estudada principalmente por permitir analises de baixo custo, por isso, pressupde que a LIBS
pode quantificar P, Cr, Cu e Ni em sedimentos de forma simultanea com precisdo e
sensibilidade adequada para realizar o monitoramento ambiental de acordo com as legislagdes
vigentes; (ii) a qualidade dos corpos aquaticos também pode ser avaliada através das
propriedades opticas e estabilidade da MO extraida de sedimentos, sendo assim, acredita-se que
0 emprego da EEM e da supresséao de fluorescéncia possibilita obter informaces sobre origem
e capacidade da MO em complexar ou liberar esse PTES, respectivamente; (iii) além disso, foi
hipotetizado que a Chl-a pode ser excitada diretamente no sedimento, e sua fluorescéncia pode
ser usada como um indicador para avaliar o grau de eutrofizacdo em um rio. Considera-se que
a CLSM é uma ferramenta capaz de avaliar se a Chl-a permaneceu oxidada no sedimento e
como ela interage com particulas minerais. E que o uso da LIFS permite a analise

semiquantitativa em grande escala de Chl-a no sedimento.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Tendo sido definidas as hipoteses sobre as quais este estudo esta fundamentado e sendo
de grande importancia a avaliacdo da qualidade dos recursos hidricos no atual cenario de
escassez de agua, com este trabalho pretendeu-se desenvolver métodos baseados em técnicas
fotbnicas para o monitoramento de ecossistemas aquaticos por meio da analise elementar e

molecular de testemunhos de sedimentos.



28

1.3.2 Objetivos especificos

Cada etapa deste estudo contou com diferentes objetivos que foram essenciais para a

tomada de decisdo das etapas seguintes e conclusdo do trabalho. Dessa forma, os objetivos

especificos foram:

Desenvolver um sistema LIBS que opera no modo SP LIBS com lasers de diferentes
comprimentos de onda e DP LIBS com feixe cruzado;

Otimizar os principais parametros que influenciam a aquisicdo de espectros LIBS
para andlise qualitativa multielementar de sedimentos de rios por meio de diferentes
DOE;

Avaliar diferentes tratamentos espectrais e estratégias de calibracdo de método na
construcdo de modelos de calibragcdo univariados para P, Cr, Cu e Ni;

Avaliar o risco ecoldgico e o nivel de poluicdo dos sedimentos estudados;
Caracterizar a MO mais reativa e a mais disponivel extraida de sedimentos;
Determinar as propriedades fisico-quimicas da MO mais reativa extraida de
sedimentos e investigar sua habilidade de ligagdo com ions Cu(ll);

Avaliar a interagdo organomineral da Chl-a e da MO com a fracdo mineral dos
sedimentos;

Desenvolver um método semiquantitativo de Chl-a em sedimentos.
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CAPITULO 2 - DESCRIQAO DA AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM DOS
SEDIMENTOS
2.1 Area de estudo

A éarea de estudo abrange os Rios Tieté e Piracicaba a montante do reservatério de Barra
Bonita, no Estado de S&o Paulo, Brasil. O reservatorio de Barra Bonita, localizado entre os
municipios de Barra Bonita e Igaracu do Tieté, foi criado a partir do alagamento e represamento
dos Rios Tieté e Piracicaba (BERNARDO et al., 2016). Esses rios passam por grandes centros
urbanos até sua confluéncia. Embora ambos recebam uma grande carga de poluentes organicos
e inorganicos, que chegam ao reservatorio, a carga de poluentes despejados no Rio Tieté é maior
que no Rio Piracicaba (SMITH; ESPINDOLA; ROCHA, 2014). A area de estudo foi escolhida
devido aos diferentes usos e ocupagdes do solo nesta regido, caracterizada por problemas de
poluicdo e mudltiplos usos da agua. Além disso, esta regido tem sofrido muitas acOes
antropogeénicas, principalmente devido ao desmatamento e inundagdes para a construgéo de seis
reservatorios sucessivos na Bacia do Médio Tieté, sendo o reservatorio de Barra Bonita o
primeiro deles (RODRIGUES et al., 2020).

As Bacias do Tieté e Piracicaba fazem parte de diferentes Unidades Hidrogréaficas de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI) e possuem diferentes estratégias de gestao dos
recursos hidricos, com diferentes tipos de uso e ocupacédo do solo (CRUZ et al., 2017). A Bacia
do Médio Tieté faz parte da UGRHI-10, que é denominada Bacia Hidrogréafica do Rio Sorocaba
e Medio Tieté. A area do Medio Tieté abrange o trecho do Rio Tieté desde a saida do
Reservatorio de Pirapora até a barragem de Barra Bonita, com extensdo de 367 km e area de
drenagem de, aproximadamente, 11.829 km2. Os seus principais afluentes sdo os rios da
UGRHI-5 que € composta pelos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai. Dentre esses rios, 0 Rio
Piracicaba, o qual nasce da juncdo dos Rios Atibaia e Jaguari, se destaca por ser o maior afluente
em volume do Rio Tieté. A UGRHI-5 possui uma area de drenagem de, aproximadamente,
14.178 km?,

Ambos os rios recebem alto grau de compostos organicos, porém o Rio Tieté € mais
eutrofizado do que o Rio Piracicaba, porque ele recebe uma maior carga de residuos domeésticos
e industriais (DE MORAIS et al., 2021a, 2021b; DOS SANTOS et al., 2006; RODRIGUES et
al., 2020). Em 2017, o ano da coleta das amostras estudadas, o0 Médio Tieté teve uma demanda
bioguimica de oxigénio (DBO) de 33.636 t dia® (CETESB, 2018). Antes de chegar ao
reservatorio, o Rio Tieté atravessa a regido metropolitana de Sdo Paulo (Bacia do Alto Tieté),
que possui uma alta densidade populacional e apresentou DBO de 612.069 t dia™. Isso

representa 57% da DBO do Rio Tieté. Em comparacéo, a Bacia do Piracicaba teve um DBO de
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94.818 t dia® (CETESB, 2018). Segundo a CETESB, os cursos de ambos 0s corpos aquaticos
estdo situados em &reas industriais marcadas por alta densidade demogréfica e intenso uso do
solo (CETESB, 2018). Porém, em relacdo ao curso do Médio Tieté, o seu descumprimento dos
padrdes de qualidade da agua gira em torno de 100% devido ao lancamento de esgoto néao
tratado neste trecho do Rio Tieté (CETESB, 2018).

2.2 Amostragem dos sedimentos

Os testemunhos de sedimentos foram coletados em sete pontos (Figura 1): trés no Rio
Piracicaba (estacOes 1, 2 e 3), um na regido de confluéncia (estacdo 4) e trés no Rio Tieté
(estagOes 5, 6 e 7) (DE MORAIS et al., 2021b). Os pontos de coleta foram georreferenciados
utilizando uma unidade GPS Trimble Navigation e as coordenadas geogréaficas sdo mostradas

na Tabela 1; a amostragem ocorreu em 25 de julho de 2017 (inverno austral).

Figura 1 — Localizacdo do reservatorio de Barra Bonita (ponto branco) e estacdes de coleta
das amostras de sedimentos (pontos vermelhos).

Reservatorio de
Barl‘a Bonita J ¢ ’ Rio Piracicaba

Estacao 2 /

Estacao 3 EStacio 1 u

s

Estaciao 4 ‘ ) T

Estacao S

Estacio 6 Estacio 7

Rio Tieté

Fonte: Autoria propria.



Tabela 1 — Coordenadas geogréficas de cada estagdo de coleta.
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Pontos de coleta Tributario Coordenadas geogréficas
Estacédo 1 Rio Piracicaba 22°35'55.5"S 48°13'02.8"W
Estacéo 2 Rio Piracicaba 22°35'36.9"S 48°16'00.0"W
Estacéo 3 Rio Piracicaba 22°36'01.8"S 48°17'53.5"W
Estagéo 4 Regido de confluéncia 22°37'51.6"S 48°20'29.2"W
Estacdo 5 Rio Tieté 22°39'58.2"S 48°21'49.4"W
Estacéo 6 Rio Tieté 22°40'11.0"S 48°19'26.4"W
Estacéo 7 Rio Tieté 22°40'24.7"S 48°15'05.3"W

Fonte: Autoria propria.

As amostras de sedimento foram coletadas com o auxilio de um coletor de testemunho

por gravidade (Figura 2), o qual possibilita manter a disposicdo original das camadas

sedimentares. O fatiamento horizontal foi realizado no mesmo momento da coleta das amostras,

em diferentes tamanhos (Tabela 2) sob atmosfera normal ao longo dos nicleos do sedimento

sem retirar a agua intersticial, totalizando 69 camadas de amostra. As amostras de sedimento

foram imediatamente acondicionadas em frascos de polipropileno e mantidas em caixa térmica

durante o transporte para o laboratorio para reduzir ao maximo a evolucdo quimica e biologica

das amostras. As amostras de sedimentos foram congeladas, liofilizadas (L101, Liotop),

trituradas em moinho automatico de almofariz (RM 200, Retsch) e peneiradas a 100-mesh.



Figura 2 — Testemunho de sedimentos coletado utilizando um coletor de testemunho por

Fonte: Autoria propria.

gravidade.

Tabela 2 — Profundidade de cada camada do testemunhos de sedimento.
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Profundidade (cm)

Estacdo 1 Estacdo?2 Estacdo3 Estacdo4 Estacdo5 Estacdo6 Estacdo 7
0-10 0-5 0-10 0-10 0-10 0-10 0-10
10 - 20 5-10 10-15 20 - 20 10- 20 10- 20 10- 20
20-25 10-15 15-20 20 - 30 20 - 25 20 - 22 20 -30
25-30 15-20 20 - 25 30-35 25-30 22 -24 30-35
30-35 20-25 25-30 35-40 30-35 24 - 26 35-40
35-40 25-27 30-32 40 - 45 35-40 26 - 28 40 - 45
40 - 42 27 -29 32-34 45 -50 40 - 42 28 - 30 45 -50
42 - 44 29 -31 34 -36 50 - 55 42 - 44 32-32 50 - 52
44 - 46 31-33 36 - 38 55-60 44 - 46 32-34 52-54
46 - 48 33-35 - 60 - 62 46 - 48 - 54 -59

- - - 62 - 67 - - -

Fonte: Autoria propria.
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CAPITULO 3 - ANALISE ELEMENTAR DE SEDIMENTOS POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUZIDO POR
LASER

3.1 Revisdo bibliogréafica

3.1.1 Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma induzido por laser

A espectrometria de emissao éptica com plasma induzido por laser (LIBS) é uma técnica
espectroanalitica que permite analise direta, rapida, simultanea, multielementar, de baixo custo
analitico e ambientalmente limpa, que requer pouco ou nenhum uso de reagentes para 0 preparo
da amostra; e devido essas vantagens vém conquistando cada vez mais espago, principalmente
nas duas Ultimas décadas (PASQUINI et al., 2007). O desenvolvimento da técnica LIBS esta
intimamente relacionado com a evolucdo das fontes de laser de alta intensidade
(RADZIEMSKI, L.; CREMERS, 2013; RADZIEMSKI, 2002), uma vez que a LIBS é uma
técnica de espectroscopia de emissao Optica que usa um plasma gerado por laser para vaporizar,
atomizar e excitar os analitos.

O laser é constituido basicamente por trés partes: (i) 0 meio ativo, o qual pode ser solido,
liquido ou gasoso e contém atomos ou moléculas que possuem elétrons que por meio dos saltos
de niveis de energia emitem fotons que constituem a luz laser; (ii) a fonte externa, cuja fungédo
é produzir estados excitados no meio ativo; e (iii) a cavidade Optica, cuja funcdo é fazer com
que os fotons que surgem do sistema voltem para ele, produzindo mais emissdo estimulada. A
luz do laser decorre da emissdo estimulada da radiacéo, processo pelo qual um elétron presente
no meio ativo ao ser excitado por acdo de um féton externo, retorna ao estado de menor energia,
emitindo um féton idéntico ao que desencadeou a emissdo. Esses dois fotons idénticos
perturbam outros atomos com elétrons em seus estados excitados, fazendo com que haja a
emissdo de mais fotons que se juntam aos iniciais. Os fotons que surgiram do sistema sdo
amplificados por meio do uso de espelhos, que sdo colocados em cada extremidade da cavidade
Optica, produzindo mais emissdo estimulada, e consequentemente aumentando a quantidade de
luz que saira do laser (BAGNATO, 2001).

Os lasers de estado solido, em particular, lasers pulsados Nd:YAG com flashlamp, Q-
Switched e larguras de pulso na faixa de 6 a 15 ns sdo normalmente usados para medidas LIBS
(MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). O Q-switched concentra a liberacdo da luz
em um curto espaco de tempo, conferindo maior energia aos lasers pulsados. O laser Q-switched
tem a capacidade de produzir altas densidades de poténcia focalizada a partir de um Gnico pulso
de curta duragé@o (micro, nano ou femtossegundos) para iniciar a quebra e produzir um plasma
de laser analiticamente atil (MUSAZZI; PERINI, 2014).
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3.1.1.1 Instrumentacéo LIBS

Um sistema LIBS é constituido basicamente por um laser pulsado de alta energia, que
tem o feixe direcionado e focalizado na superficie da amostra por meio de espelhos e lentes,
respectivamente. Quando o laser interage com a superficie da amostras parte da amostra é
ablacionada, vaporizada e um plasma de alta temperatura € gerado. No plasma as espécies
elementares (atdmicas ou i6nicas) e moleculares séo excitadas e a medida que o plasma resfria
as espécies excitadas ao retornarem para o estado de menor energia emitem radiacdo
eletromagnética que é caracteristica de cada elemento, ions e moléculas ali presentes. Esta luz
é coletada por lentes e direcionada por meio de fibras dpticas a um espectrdmetro para ser
detectada em seguida. De acordo com os limites de deteccdo da técnica LIBS, as linhas de
emissdo dos componentes elementares da amostra sdo registradas em um espectro ap6s um
unico pulso do laser (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). Para exemplificar, na

Figura 3 € mostrado um esquema da configuracdo de um sistema LIBS.

Figura 3 — Esquema geral de um sistema LIBS.
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Fonte: Adaptado de Miziolek, Palleschi e Schechter (2006).
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3.1.1.2 Ablagéo a laser, formacéo e evolucédo do plasma

O processo de amostragem da técnica LIBS quando aplicada a amostras sélidas ou
liquidas é denominado ablacdo. Esse fendmeno ocorre quando um pulso de laser de alta
poténcia interage com a superficie da amostra e a irradiacdo no ponto focal remove parte do
material (HAHN; OMENETTO, 2010; PASQUINI et al., 2007). O material ablado comprime
a atmosfera circundante e leva a formacdo de uma onda de choque. Durante este processo,
muitos fenbmenos ocorrem, como o aquecimento local rapido, derretimento e evaporacdo
intensa. Antes da formacao do plasma, ocorre a ruptura dielétrica das ligagdes moleculares do
material, este fenbmeno é chamado breakdown e envolve propriedades intrinsecas da amostra,
tais como elasticidade e compressibilidade. Em seguida, o material evaporado expande-se sob
a forma de uma pluma acima da superficie da amostra e devido a elevada temperatura no foco
do laser e na superficie da amostra, um plasma de temperatura maior que 10* K é formado
(CREMERS; RADZIEMSKI, 2013).

A geracédo e 0 aumento de elétrons antes da formacéo do plasma se d&o principalmente
por dois mecanismos: o bremsstrahlung inverso e a ionizagdo por multifétons, sendo um ou
outro favorecido dependendo das condi¢cdes em que as analises acontecem. O bremsstrahlung
inverso envolve a absor¢éo de fotons do laser incidente pelos elétrons livres presentes no vapor
quente de maneira continua durante o pulso de laser. Os elétrons ganham energia suficiente,
podendo ionizar atomos ou moléculas adicionais presentes no vapor da amostra por colisdo. Os
novos elétrons por sua vez absorvem mais fétons durante o pulso, de modo que a concentracao
de elétrons aumentara exponencialmente com o tempo devido a avalanche eletrénica (MOLL
et al., 2012). A ionizacdo por multifétons envolve a absorcdo simultanea de um numero
suficiente de fotons por um atomo ou molécula para causar sua ionizacdo (MIZIOLEK;
PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). O crescimento em cascata da densidade de elétrons
(bremsstrahlung inverso) é mais favoravel para lasers de comprimento de onda maiores
(CABALIN; LASERNA, 1998), enquanto a ionizacdo por multifétons desempenha um papel
importante para lasers de comprimento de onda menores (SINGH; THANKUR, 2007). Tanto
0 bremsstrahlung inverso quanto a ioniza¢do por multifétons requerem altas irradiancias do
laser, na faixa tipica de 10° a 10° W cm e esse limite depende do material analisado. Entdo,
ocorre a formacdo do plasma quando a intensidade do laser excede esse valor, que é facilmente
atingido pela focalizacdo adequada do feixe de laser (MIZIOLEK; PALLESCHI;
SCHECHTER, 2006). No plasma formado contém elétrons, ions, moléculas diatbmicas e

espécies neutras, bem como espécies excitadas da matéria ablacionada, cuja emissdo de luz
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constitui o sinal analitico medido pela LIBS. E por fim, ocorre o resfriamento da pluma e a
extingdo do plasma.

Em LIBS, a emisséo proveniente do plasma evolui rapidamente com o tempo, como
mostrada na Figura 4. Onde, DT (do inglés delay time) é o tempo de atraso desde a inicia¢do
do laser até a abertura da janela de integracdo (GW do inglés gate width), que € o intervalo de
tempo que o sinal é coletado. Nos primeiros momentos a ionizagdo € alta, e o espectro é
caracterizado pela intensa emissdo de radiacdo do continuo e de espécies idnicas excitadas,
neste momento ndo é possivel obter informac6es sobre os elementos presentes na amostra. O
continuo ¢ a “luz branca” emitida pelo plasma e ocorre devido aos eventos de bremsstrahlung
e recombinacgdo. No processo de bremsstrahlung os fétons sdo emitidos por elétrons acelerados
em colisdes ou desacelerados, 0s quais perdem energia cinética convertendo-a em radiacao
eletromagnética. A medida que a recombinac&o de elétrons-ions prossegue, formam-se 4tomos
neutros e, em seguida, moléculas. O plasma resfria, resultando no decaimento do continuo e o
aparecimento de linhas espectrais, que sdo caracterizadas pela radiacdo emitida por atomos
neutros e moléculas simples, que possibilita extrair informac6es qualitativas e quantitativas a
respeito da amostra (CREMERS; RADZIEMSKI, 2013; MIZIOLEK; PALLESCHI,
SCHECHTER, 2006).

Figura 4 — Esquema temporal da evolucdo de um plasma induzido por laser.
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Fonte: Adaptado de Miziolek, Palleschi e Schechter (2006).
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3.1.1.3 LIBS com pulso duplo

As flutuagdes no plasma quando acentuadas pelo efeito de matriz dificultam a obtencéo
de padrdes adequados para a construcdo de uma curva de calibragdo, além disso provocam baixa
precisdo e consequentemente altos limites de detec¢do (LOD, do inglés limit of detection),
quando comparados aos obtidos por técnicas espectrométricas classicas (SINGH; THANKUR,
2007). A sensibilidade da SP LIBS pode ser aumentada usando diferentes tipos de
configuracOes experimentais, como DP LIBS (NICOLODELLI et al., 2015, 2017), LIBS com
aprimoramento ressonante (GOUEGUEL et al., 2010; NICOLODELLI et al., 2018), LIBS com
aprimoramento micro-ondas (LIU, Y.; BAUDELET; RICHARDSON, 2010), LIBS com
descarga elétrica (VIEIRA et al., 2018; NASSEF; ELSAYED-ALI, 2005), confinamento
espacial do plasma induzido por laser (POPOV; COLAO; FANTONI, 2010) e o uso de micro
tocha (LIU, etal., 2015). Além de técnicas instrumentais para melhorar a sensibilidade da LIBS,
estratégias envolvendo o pré-tratamento de amostras tém sido utilizadas, como a deposicao de
nanoparticulas sobre as amostras (DE GIACOMO et al., 2013) e a adi¢do de um sal contendo
elementos facilmente ionizaveis (DE MORAIS et al., 2018).

Dentre as configuracdes experimentais utilizadas para diminuir o valor do LOD, DP
LIBS provou ser muito eficaz na melhoria do desempenho da LIBS, oferecendo uma alta
flexibilidade na escolha do comprimento de onda, largura de pulso e sequéncia de pulso. Alguns
trabalhos (BELDJILALI et al., 2011; SCAFFIDI; ANGEL; CREMERS, 2006) associam 0
aumento do sinal ao aumento significativo nos valores de temperatura e densidade eletrénica
do plasma comparando a DP LIBS com a SP LIBS. Outros trabalhos (DIWAKAR et al., 2013;
NICOLODELLLI et al., 2016) associam 0 aumento na sensibilidade com a maior ablacdo da
amostra, 0 que aumenta o0 nimero de particulas no plasma aumentando o seu volume. Ja alguns
trabalhos (CORSI et al., 2006; NICOLODELLI et al., 2015; SENESI et al., 2009) associam o
aumento da sensibilidade a maior ablacdo e ao reaquecimento da pluma. Devido as diferentes
condicdes experimentais € provavel que a melhoria na sensibilidade seja resultado da
combinacdo desses fatores e ndo devido a uma Unica causa.

Na DP LIBS, o segundo pulso de laser re-excita a regido onde o plasma foi gerado pelo
primeiro pulso de laser e o tempo de atraso entre os pulsos (ID, do inglés inter-pulse delay)
pode variar de algumas centenas de nanossegundos a microssegundos (DIWAKAR et al.,
2013). O tempo entre dois pulsos é mostrado na Figura 5, onde ID é a diferenca temporal entre
a chegada dos dois pulsos na amostra, DT € o tempo de atraso do segundo pulso de laser até a
abertura da janela de integracdo e GW é o intervalo de tempo que o sinal serd coletado
(MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006).
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Figura 5 — Esquema temporal da evolucdo de um plasma LIBS quando dois pulsos de laser

sdo usados.
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Fonte: Adaptado de Miziolek, Palleschi e Schechter (2006).

A Figura 6 mostra 0s quatro arranjos geomeétricos mais comuns da irradiacdo de pulso
duplo: (i) colinear: ambos os feixes de laser se propagam ao longo do mesmo eixo, ortogonal a
amostra; (ii) feixes cruzados: dois feixes de laser coincidem na superficie da amostra fazendo
um determinado angulo entre si; (iii) ortogonal com reaquecimento: o primeiro pulso de laser
incide perpendicular a superficie da amostra, e 0 segundo pulso de laser incide paralelo a
superficie da amostra para reaquecer o plasma produzido pelo primeiro laser; (iv) ortogonal de
pré-ablacdo: o primeiro pulso de laser incide paralelo a superficie da amostra para promover a
quebras eletrdnicas no ar gerando um plasma e ndo interagindo diretamente com a amostra, e 0

segundo pulso de laser incide perpendicular a superficie da amostra para ablacéo;



39

Figura 6 — ConfiguracGes geométricas mais comuns usadas para DP LIBS: colinear (a), feixes

cruzados (b), ortogonal com reaquecimento (c) e ortogonal com pré-ablagéo (d).
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Fonte: Adaptado de Rashid et al. (2011).

3.1.1.4 Planejamento de experimentos

Na LIBS, a precisdo das medidas é afetada pelos efeitos da matriz (SINGH,;
THANKUR, 2007), pela intensidade de emissdo do laser de nanossegundos e pela interacdo
ndo linear entre o laser de nanossegundos e a matriz da amostra (NOLL, 2012). Uma das formas
de contornar essa limitagéo é obter dezenas ou centenas de espectros distribuidos em diferentes
regibes da amostra, para obter uma analise representativa, diminuir os efeitos da matriz e
aumentar a precisao das medidas (MUSAZZI; PERINI, 2014). Alguns parametros
instrumentais que afetam o plasma, como pulsos acumulados (CASTLE et al., 1998; GONDAL
et al., 2007), o comprimento de onda (HAHN; OMENETTO, 2010) e energia dos lasers de
nanossegundos (SINGH; THANKUR, 2007; VADILLO et al., 1999), e os parametros
temporais, como DT e GW (CIUCCI et al., 1996) sdo importantes variaveis na otimizacao da
relacdo sinal-ruido (S/N, do inglés signal-to-noise) da linha de emissdo, com seus valores ideais

variando de acordo com a composi¢do da amostra. Na DP LIBS, o ID é um fator particularmente
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importante a ser considerado para melhorar a emisséo do plasma formado (NAKAMURA et
al., 1996).

O DOE é uma metodologia baseada na teoria matematica e estatistica que é utilizada
para planejar e conduzir experimentos por meio da analise e interpretacdo dos dados obtidos
nos experimentos. O DOE permite que variaveis de entrada sejam manipuladas para investigar
seus efeitos na varidvel de resposta medida (DURAKOVIC, 2017). Quando h& muitos fatores
a serem otimizados, é necessario selecionar as variaveis que tém os maiores efeitos.

Os planejamentos fatoriais fracionados podem ser usados para realizar a triagem de
fatores (ATKINSON; DONEV; TOBIAS, 2007), mas como eles permitem apenas o0 ajuste de
modelos de primeira ordem, outro DOE é necessario para detectar a curvatura. Um DOE de trés
niveis (planejamento fatorial de 3X) é frequentemente executado para se ajustar a um modelo de
segunda ordem, mas conforme o numero de fatores aumenta, ele se torna ineficiente e
impraticavel, portanto, um delineamento composto central (DCC) pode ser usado em seu lugar.
O DCC é uma fracdo do planejamento fatorial de 3%, mas ndo usa graus de liberdade
desnecessarios, 0 que aumentaria o custo do experimento (MASON; GUNST; HESS, 2003). A
principal vantagem de adotar uma estratégia DOE, ao invés de testar todas as diferentes
combinagOes de parametros experimentais, consiste em evidenciar efeitos interativos entre
multiplos parametros, reduzindo tempo e custos de analise (YU et al., 2019).

A abordagem DOE tem sido combinada com LIBS para definir os parametros analiticos
mais apropriados. Por exemplo, um planejamento fatorial foi usado com sucesso para otimizar
0s parametros instrumentais de analise de amostras de cana-de-aclicar (ROMERA;
BARSANELLI; PEREIRA, 2016) e farinha de mandioca (COSTA et al., 2018), planejamento
fatorial fracionado para amostras de fertilizantes (ANDRADE; PEREIRA-FILHO, 2016) e
DCC para solos (COSTA . etal., 2020; YU et al., 2019). No entanto, nenhum estudo utilizou o
DOE para otimizar os parametros instrumentais em LIBS considerando a SP LIBS com
diferentes lasers e a configuracdo DP LIBS para amostras complexas como sedimentos, cujos
efeitos de matriz sdo aumentados pelo fato de apresentarem caracteristicas diferentes em termos
de textura, granulometria (teores de areia, silte e argila) e composicdo quimica (HAN et al.,
2018). Desse modo, a LIBS combinado com DOE tem grande potencial para aplicacdes

envolvendo sedimentos.

3.1.1.5 Calibracdo em LIBS
A técnica LIBS foi aplicada para investigar as composi¢des elementares de sedimentos
marinhos (BARBINI et al., 2002; LAZIC et al., 2001, 2007), de rios (AUSTRIA et al., 2017)
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e de mineracdo (AUSTRIA; NUESCA; LAMORENA, 2018). No entanto esse tipo de analise
ndo é comum e requer um esforgo consideravel frente as dificuldades para preparacdo e
obtencdo de padrdes de calibracdo sélidos com propriedades certificadas para massas de
amostra da ordem de pg (COSTA et al., 2019). Além disso, a principal dificuldade em analises
quantitativas de sedimentos empregando a LIBS derivam dos severos efeitos de matriz,
dificultando o seu uso em analises de rotina (HAN et al., 2018).

Foram reportadas na literatura cientifica algumas possibilidades que podem minimizar
eventuais efeitos de matriz em andlises quantitativas por LIBS (ANDRADE; PEREIRA-
FILHO; AMARASIRIWARDENA, 2021; MACHADO et al., 2020). Dentre essas
possibilidades, destaca-se o uso de diferentes tratamentos espectrais (CASTRO; PEREIRA-
FILHO, 2016), o uso de padrdo interno e primeira derivada (DE MORAIS et al., 2017).

O uso de diferentes estratégias de calibragdo também € utilizado para contornar 0s
efeitos de matrizes. As principais estratégias de calibracdo empregadas em LIBS sdo: (i)
calibracdo univariada: compatibilizacdo de matriz (CM), padronizacéo interna (P1), calibragéo
livre e a adicdo de padrdo; (iii) calibracdo multivariada: redes neurais artificiais, regressao por
componentes principais (PCR), regressdao linear multipla (MLR) e regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS) (COSTA et al., 2020). Todas as estratégias de calibracdo apresentam
vantagens e limitacdes e a escolha da melhor estratégia esta diretamente relacionada com a
capacidade do modelo de calibracdo de superar e/ou minimizar os efeitos da matriz para cada
analito. Contudo, o0 uso da calibracdo univariada linear € preferida devido a sua simplicidade na
proposicdo dos modelos.

A CM ¢ a estratégia de calibracao univariada mais empregada em LIBS. Os padrdes de
calibracdo podem ser obtidos através de um conjunto de materiais de referéncia certificados
(CRMs) (FANTONI et al., 2008), da diluicdo da amostra com concentracdes conhecidas do
analito (DE MORAIS et al., 2017, 2018) e de conjunto de amostras com concentrac@es variadas
do analito determinadas por um método de referéncia (DE MORAIS et al., 2021b). Devido a
semelhanca entre as propriedades fisico-quimicas dos padrées de calibracdo e amostras, a CM
minimiza os efeitos de matriz (BABOS et al., 2019). Essa estratégia de calibracdo apresenta
como limitacdes: (i) dificuldade de obtencdo de CRMs com diferentes concentracdes do analito
e elevado custo dos CRMs; (ii) é necessario um grande conjunto de amostras para dividir em
conjunto de calibracdo e validacdo; e (iii) algumas amostras solidas sdo de dificeis preparo e
analise pelas técnicas de referéncias (BABOS et al., 2018, 2019).

A PI tem sido empregada para viabilizar a calibragdo univariada em LIBS, visto que

essa estratégia minimiza os efeitos de matriz e corrige as flutuacdes do plasma e instrumentais
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durante a aquisicéo dos espectros (DE MORAIS et al., 2017). A curva de calibracdo € obtida
através da razdo do sinal do analito e o sinal do padréo interno. A escolha do padrdo interno
exige propriedades fisico-quimicas semelhantes entre o analito e concentragdo constante nas
amostras e nos padrGes de calibracdo (BABOS et al., 2019). Em amostras sélidas, é dificil
garantir que o padrdo interno esteja homogeneamente distribuido nas amostras, e para tentar
contornar esse inconveniente é necessario homogeneizar efetivamente a amostra solida e obter
uma quantidade apropriada de espectros por amostra.

Geralmente os modelos de calibragdo univariados empregados em LIBS, utilizam a
regressao linear simples para estimar a relagdo entre uma variavel independente e uma variavel
dependente, que normalmente correspondem a concentracao e ao sinal analitico (intensidade de
emissdo), respectivamente. A escolha das variaveis independentes e dependentes é importante
porque tem consequéncias estatisticas nos resultados de predi¢cdo quando se utiliza uma
regressao linear simples (DUPONCHEL et al., 2020).

Em estatistica, a calibragdo univariada relaciona duas variaveis x e y através de um
modelo para prever uma variavel da outra em uma segunda etapa. Esse tipo de calibracdo tem
sido amplamente utilizada para a constru¢do de modelos quantitativos para prever massa ou
concentragdo absoluta a partir de uma medida instrumental que empregam técnicas
espectroscopicas foténicas. De acordo com a lei de Beer-Lambert, pode-se considerar uma
relacdo linear entre x e y (Equacdo 1) (KRUTCHKOFF, 1967):

y=Bo+txB;+e 1)

Este modelo geralmente € usado em LIBS e é chamado de modelo direto (Figura 7a).
Nesse modelo, x (a concentracdo do analito na amostra) € a variavel independente, com i =1
até n; e y (a intensidade da linha de emissdo do analito em um determinado comprimento de
onda) ¢ a variavel dependente, com i = 1 até n. 3o e f1 S80 0s parametros estimados do modelo,
no qual a intersecdo Po € o deslocamento da linha de base (coeficiente linear) e B1 é a
absortividade (coeficiente angular); e & é o erro associado a i-ésima observagdo, cuja
distribuicdo é N(0, 6?), ou seja, assume-se que € sempre tera distribui¢do normal com média 0
e variancia o2 Na regressdo linear direta de y versus X, assume-se que as medidas de X sdo
isentas de erros.

No modelo inverso (Figura 7b), x (a concentracdo do analito na amostra) é a variavel
dependente, com i =1 até n ey (a intensidade da linha de emissdo do analito em um determinado

comprimento de onda) é a variavel independente, com i = 1 até n (Equacéo 2). Na regressao
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linear inversa de x sobre y, assume-se que as medidas de y sdo isentas de erros (Equacdo 2)
(KRUTCHKOFF, 1967).

x=Bot+yBit+e @

No caso do modelo direto, x (concentracao) é variavel independente e y (sinal analitico)
é a varidvel dependente (Figura 7a). Enquanto no modelo inverso, x (concentracdo) é variavel
dependente e y (sinal analitico) é a variavel independente (Figura 7b). Notem que as equacdes
da reta sdo diferentes e quando uma amostra teste é analisada as concentragfes previstas sao
diferentes, isso mostra que a previsdo da concentracao do analito depende do modelo escolhido
(DUPONCHEL et al., 2020).

Figura 7 — Comparacéo da regressao direta (a) e inversa (b) no mesmo conjunto de dados de

calibracéo.
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Fonte: Adaptado de Duponchel et al. (2020).

O método dos minimos quadrados estima o valor dos parametros do modelo de forma a
minimizar a soma de quadrados das n diferencas entre o valor da variavel dependente e seu
valor estimado. Assim, a minimizacgéo dos erros do modelo ocorrerd em funcao da variavel que
for especificada como dependente. Portanto, € interessante comparar a regressao direta e a
inversa a fim de obter a estratégia de calibracdo mais precisa para o conjunto de dados

considerado.
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3.2 Procedimento experimental
3.2.1 Instrumentacéo LIBS

O sistema LIBS utilizado neste trabalho foi montado em uma mesa 6ptica no laboratério
de Optica e Fotonica da Embrapa Instrumentagdo, S&o Carlos, Brasil. A Figura 8 mostra um
diagrama de blocos do sistema, o qual é composto por dois lasers pulsados Nd:YAG (ions de
Nd** em um cristal de YAG (granada de aluminio e itrio)), e pode operar em dois modos
diferentes: (i) SP LIBS com um laser emitindo em 1064 nm (Ultra, Quantel) atingindo a amostra
em um angulo de 90° ou com um laser emitindo em 532 nm (Brilliant, Quantel) atingindo a
amostra em um angulo de 45° e (ii) DP LIBS na geometria feixe cruzado, combinando os dois
lasers de comprimento de onda diferente, com o primeiro pulso com o laser de 1064 nm e 0
segundo pulso com o laser de 532 nm, ou com o primeiro pulso com o laser de 532 nm e o
segundo pulso com o laser de 1064 nm.

Figura 8 — Diagrama de blocos do sistema LIBS desenvolvido.
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Fonte: Autoria propria.

O pulso de laser de 1064 nm tem energia maxima de 50 mJ, largura de 8 ns e taxa de
repeticdo de 20 Hz, enquanto o pulso de laser de 532 nm tem energia méxima de 180 mJ, largura
de 4 ns e taxa de repeti¢do de 10 Hz, acoplado a um mddulo gerador de segundo harmdnico.
No caso da SP LIBS, um gerador de atraso de pulso (modelo 9618, Quantum Composers) foi
usado para o controle temporal do laser e do sistema de aquisi¢do de dados, enquanto para DP
LIBS, ele foi usado para o controle temporal dos dois lasers e o sistema de aquisi¢ao de dados
(Figura 9).
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Figura 9 — Sistema LIBS montado na mesa Optica. (1) laser emitindo em 1064 nm; (2) laser

emitindo em 532 nm; (3) gerador de atraso de pulso.
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Fonte: Autoria propria.

Os feixes de laser foram direcionados para a superficie da amostra usando um ndmero
minimo de componentes Opticos para evitar a perda da poténcia dos lasers. O feixe do laser
emitindo em 1064 nm foi direcionado a amostra por meio de dois espelhos em comprimentos
de onda apropriados (1064 nm) com diametro de 37,8 mm e 25,4 mm, respectivamente, e
focalizado na superficie da amostra atraves de uma lente esférica N-BK7 plano-convexa com
uma distancia focal de 100 mm, didmetro de 25,4 mm e revestimento antirreflexo. O feixe do
laser emitindo em 532 nm foi direcionado a amostra por meio de um prisma reto e de um
espelho em comprimento de onda apropriado (532 nm) com diametro de 25,4 mm e focalizado
na superficie da amostra através de uma lente esférica N-BK7 plano-convexa com distancia

focal de 100 mm, didmetro de 25,4 mm e sem revestimento antirreflexo (Figura 10).
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Figura 10 — Focalizacdo dos lasers no sistema LIBS. (1) e (2) espelhos laser linha em 1064
nm; (3) lente N-BK7 plano-convexa com revestimento antirreflexo; (4) prisma reto; (5)
espelho laser linha em 532 nm; (6) lente N-BK7 plano-convexa sem revestimento

antirreflexo.
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Fonte: Autoria propria.

A radiacdo emitida pelas espécies excitadas presentes no plasma foi coletada em angulo
raso por meio de um sistema telescopico composto por duas lentes esféricas de silica fundida
plano-convexas de diametro de 25,4 mm, sem revestimento antirreflexo e com distancia focal
de 70 mm e 50 mm, respectivamente. Um cabo de fibra Optica foi colocado logo antes do ponto
focal do telescopio para garantir a maxima eficiéncia da luz coletada. Para o alinhamento éptico,
a fibra optica foi colocada em uma mesa de coordenadas XYZ, permitindo um ajuste com
precisdo de 1 um. Um espectrometro echelle (Aryelle Butterfly 400, LTB) foi usado para
detectar e selecionar os comprimentos de onda. O espectrdmetro de alta resolucéo € equipado
com um dispositivo de carga acoplado intensificado (ICCD, do inglés intensified charge-
coupled device) com 1024 x 1024 pixels, operado em duas bandas espectrais (175 a 330 e 275

a 750 nm, com resolucdo de 13 a 24 e 29 a 80 pm, respectivamente) (Figura 11).
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Figura 11 — Coleta da radiacdo emitida pelas espécies excitadas no plasma. (1) e (2) lentes de
silica fundida plano-convexas sem revestimento antirreflexo, (3) cabo de fibra dptica, (4)
mesa de coordenadas XYZ e (5) espectrometro echelle.
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Fonte: Autoria propria.

Para as analises, as amostras foram colocadas em um porta-amostra, que por sua vez foi
levado a uma cadmara de ablacdo totalmente vedada com trés acessos opticos (janelas de silica

fundida). As analises foram conduzidas em atmosfera ambiente (Figura 12).
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Figura 12 — Camara de ablacédo do sistema LIBS. (1) cdmara de ablacéo e (2) porta amostra.

Fonte: Autoria propria.

3.2.2 Otimizacéo de parametros
3.2.2.1 Amostra

Para a otimizacdo dos parametros instrumentais da LIBS foi empregada a amostra de
sedimento do Rio Piracicaba coletada na estacdo 3 a uma profundidade de 15 cm na camada de
sedimento. Uma massa de 500 mg da amostra previamente moida como descrito na secéo 2.2
foi compactada usando uma presséo de 5 toneladas por 1 min para obtencédo de pastilhas de 10
mm de didametro e 2 mm de espessura. Somente uma amostra foi avaliada porgue o intuito era

analisar apenas o efeito das varidveis instrumentais na resposta (obtencédo de espectro LIBS).

3.2.2.2 Reprodutibilidade espectral

Foi realizado um estudo para avaliar como 0 nimero de espectros afeta a precisdo da
relacdo S/N média por meio do método de simulacdo, que consiste na reamostragem de
subamostras (DA SILVA; DO REGO; CECON, 2011; LEITE et al., 2009). A amostra de
sedimento escolhida foi analisada por SP LIBS, e os parametros instrumentais foram escolhidos
aleatoriamente das corridas experimentais do DCC para SP LIBS com o laser de 1064 nm.
Portanto, a energia do laser (LE) de 1064 nm foi fixada em 46 mJ, 0 DT em 0,5 us ea GW em
5 ws. Um total de 61 espectros foram adquiridos para diferentes regides da pastilha, com o
numero de pulsos acumulados (AP) fixado em 9.

Os espectros foram processados em um programa desenvolvido na linguagem de
programacado Python. Apds a exclusao dos outliers, utilizando o produto escalar entre a média
e cada espectro medido, a corre¢cdo da linha de base foi realizada préximo a cada linha
monitorada (Tabela 3) (MARANGONI et al., 2016). A relacdo S/N para cada analito foi
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calculada dividindo a intensidade méaxima de cada linha de emissdo (altura do pico) pelo desvio
padrdo do ruido adjacente a linha (HAHN; OMENETTO, 2012), resultando em 61 relacGes
S/N. O programa R (verséo 3.6.0) foi usado para estimar o intervalo de confianca (IC) de 95%
para a relacdo S/N média dos 61 espectros. Subconjuntos aleatérios dos 61 espectros foram
simulados, com tamanhos variando de 2 a 60 espectros. Para cada tamanho de subconjunto,

1000 amostras aleatdrias foram simuladas.

Tabela 3 — Linhas espectroscopicas de emissdo atdmica (1) e iénica (I1) avaliadas.

Comprimento de onda

Elemento

(nm)
Bl 249,77
Cal 422,67
Col 252,13
Crl 359,35
Cul 324,75
Fe l 259,93
Mg | 383,82
Mn | 403,44
Na | 588,99
Ni | 232,00
Pl 214,91
Sril 407,77
Vi 437,92
Zn | 213,85

Fonte: Autoria propria.

Para cada analito, a média da relacdo S/N fora do IC de 95% em funcdo do numero de
espectros para cada medida € mostrada na Figura 13. O aumento do nimero de espectros leva
a média a variabilidade tiro a tiro dos dados LIBS, menos dados fora do IC de 95% (acima da
linha horizontal), consequentemente, maior precisdo da medida. De acordo com os resultados
obtidos, sdo necessarios de 40 a 45 espectros de cada amostra para garantir representatividade
e aumentar a precisdo das medidas, com o numero de espectros variando de elemento a

elemento.
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Figura 13 — Média das razdes S/N fora do IC de 95% para cada analito como func¢éo do

Meédias fora do IC

Fonte: Autoria propria.
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Quando o numero de espectros por amostra aumenta, o tempo de andlise também

aumenta, por isso € essencial estabelecer uma quantidade de pulsos necessaria para garantir a

precisdo desejada das medidas, sem perder a vantagem de analise rapida da técnica LIBS. O

uso deste método permite a determinagdo do nimero de espectros necessarios em cada medida,

contornando os problemas de falta de homogeneidade de amostras solidas e complexas, como

sedimentos, e varidveis do plasma, que mudam de tiro a tiro, afetando a precisdo da medida
(MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006; WACHTER; CREMERS, 1987). Com 0

objetivo de aumentar a precisao das medidas e superar os problemas de amostragem que afetam

a reprodutibilidade espectral das analises LIBS, preservando as vantagens da técnica LIBS em

permitir uma analise multielementar e rapida, o nimero de espectros foi fixado em 45 para a

realizacdo de todos 0s experimentos.
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3.2.2.3 Planejamento de experimentos
3.2.2.3.1 Delineamento composto central para SP LIBS

O DCC foi implementado para a otimizacéo da relacdo S/N para todos os elementos
avaliados (Tabela 3) na amostra de sedimento escolhida, com o objetivo de obter informagdes
sobre os efeitos lineares, de interacdo e quadraticos, a fim de identificar uma condicao adequada
para a maioria dos elementos. Quatro fatores independentes que influenciam a anélise LIBS
foram selecionados para a otimizagéo: (i) energia do laser (LE), (ii) tempo de atraso (DT), (iii)
janela de integracdo (GW) e (iv) pulsos acumulados (AP). Esses fatores foram otimizados para
0 sistema SP LIBS operando com o laser de 1064 nm e com o laser de 532 nm.

O planejamento teve um total de N = k* + 2k + ¢, corridas experimentais, onde k é 0
namero de fatores e ¢, € 0 numero de repeticbes no ponto central. Neste trabalho, o nimero de
corridas experimentais no ponto fatorial, axial e central foram 16, 8 e 2, respectivamente, entdo
o N foi 26. O modelo DCC foi o seguinte (Equacdo 3) (MASON; GUNST; HESS, 2003):

y=ﬁo+iﬂixi+iﬂii"?z i Py + ¢ ©
i=1 i=1

i<j=2

onde, y ¢ a variavel de resposta, B sdo os coeficientes de regressdo do modelo, x é a variavel
independente e € ¢ o componente de erro aleatério. Os erros do modelo foram considerados
uma variavel aleatdria, normal e independentemente distribuida, com meédia zero e variancia
constante 6°.

Os limites superior e inferior dos fatores foram baseados em estudos anteriores
(NICOLODELLI et al., 2015, 2017). Como o modelo DCC usado era rotacional, a distancia
dos pontos axiais ao ponto central, o, foi de +2. Os valores dos fatores criticos foram calculados
e estudados em cinco niveis (—a, —1, 0, +1, + a). A escolha de a depende de k, e pode ser

calculada pela seguinte Equacdo 4 (MASON; GUNST; HESS, 2003):

1

a= (22
(2%) @

Para o sistema SP LIBS operando com o laser de 1064 nm, os niveis estudados para

cada fator foram os seguintes: (i) LE (1064 nm) = 34, 37, 40, 43 e 46 mJ; (ii) DT =0,2; 0,5;
0,9;1,2e15us; (i) GW =1, 5, 11, 16 e 20 us; e (iv) AP =1, 3, 6, 8 e 10 pulsos. Os mesmos
valores DT, GW e AP usados no experimento DCC para SP LIBS com o laser de 1064 nm

foram usados para SP LIBS com o laser de 532 nm, com apenas os valores LE (532 nm) sendo
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diferentes: 35, 47, 59, 71 e 83 mJ. Para cada corrida experimental, diferentes regides da pastilha
de amostra de sedimento foram utilizadas para adquirir o nUmero minimo de espectros que

garantisse a representatividade da amostra.

3.2.2.3.2 Otimizacéao de fatores para DP LIBS

A otimizacdo da relacdo S/N para os mesmos analitos estudados usando SP LIBS
(Tabela 3) foi realizada para a amostra de sedimento escolhida usando DP LIBS, combinando
dois DOE, pois havia 6 fatores a serem otimizados. Primeiramente, dois planejamentos fatoriais
fracionados 252 (fragdo de um quarto) foram implementados para DP LIBS na configuragio de
feixe cruzado, com diferentes sequéncias de laser (uma sequéncia foi de 1064 nm e depois de
532 nm, e a outra foi de 532 nm e depois de 1064 nm), para triagem a fim de descartar variaveis
ndo significativas. Um DCC foi entdo executado para maximizar a resposta usando a melhor
sequéncia de laser.

Os experimentos fatoriais fracionados 2°2 foram realizados para a triagem de seis
fatores independentes que influenciam a analise usando DP LIBS: (i) LE (1064 nm), (ii) LE
(532 nm), (iii) AP, (iv) GW, (v) atraso entre pulsos (ID) e (vi) DT. Este planejamento tem
resolugdo IV, portanto, nenhum efeito principal sdo aliases com nenhum outro, mas as
interacdes de 2 fatores sdo aliases com outras interacdes de 2 fatores. O nimero de corridas
experimentais foi 16, mas duas corridas também foram realizadas no ponto central, a fim de
estimar o erro experimental, entdo o numero total de corridas foi 18. O modelo linear para os
experimentos fatoriais fracionados foi o seguinte (Equacdo 5) (MASON; GUNST; HESS,
2003):

k
y:ﬂo+Zﬁixi+£ (5)
i=1

onde, y é a variavel de resposta, B sdo os coeficientes de regressdo do modelo, x é a variavel
independente e € ¢ o componente de erro aleatério. Os erros do modelo também foram
considerados uma variavel aleatdria, normal e independentemente distribuida, com média zero
€ variancia constante o2.

Estudos anteriores foram realizados para identificar os limites maximos e minimos dos
fatores (NICOLODELLLI et al., 2015, 2017). Os valores dos niveis inferior, intermediario e
superior para os fatores foram os seguintes: (i) LE (1064 nm) = 34, 40 e 46 mJ; (ii) LE (532
nm) = 35, 47 e 59 mJ; (iii) AP =5, 18 e 10 pulsos; (iv) GW =5,13e 20 ps; (v) ID=0,2; 1,6 e
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3,0 ps; e (vi) DT =0,2; 0,7 e 1,2 ps. Para cada corrida experimental, diferentes regides da
pastilha da amostra de sedimento foram utilizadas para adquirir o nimero minimo de espectros
que garantisse a representatividade.

O planejamento fatorial fracionado 2% realizado para 0 DP LIBS na configuragéo feixe
cruzado com a melhor sequéncia de laser foi otimizado usando um DCC. Os trés fatores
independentes (GW, ID e DT) foram otimizados para obter informagdes sobre os efeitos linear,
de interacdo e quadratico, identificando uma condicdo adequada para a maioria dos elementos.
O numero de corridas foi 17, incluindo 2 corridas no ponto central. De acordo com a Equacéo
4, a distancia dos pontos axiais ao ponto central, a, foi de 1,68. Os valores dos fatores criticos
foram calculados e variaram entre 0s niveis superior e inferior, da seguinte forma: GW =5, 8,
11,17e 20 ps; ID =0,2; 0,8; 1,6; 2,4e 3,0 us; e DT =0,2; 0,4; 0,7; 1,0 e 1,2 ps. Para cada
corrida experimental, diferentes regides da pastilha da amostra de sedimento foram utilizadas

para adquirir o nUmero minimo de espectros que garantisse a representatividade da amostra.

3.2.2.3.3 Anélise dos dados obtidos com DOE

Os espectros foram analisados conforme descrito na secdo 3.2.2.2. O coeficiente de
variacdo (CV) de cada elemento foi calculado para todos os DOE realizados para avaliar a
variabilidade dos dados e, assim, saber se a mudanca nos valores dos fatores causa variacdo na
resposta. Os modelos de regressdo foram avaliados por anélise de variancia, utilizando o
software R (versdo 3.6.0). Os coeficientes de determinagio (R?) foram calculados para os
modelos e a importancia relativa (RI, do inglés relative importance) para 0s componentes do
modelo. O R? é uma medida da qualidade de ajuste de um modelo, quando o valor de R? é
baixo, significa que pouca variacao na resposta € atribuivel a sua dependéncia dos fatores. Para
modelos lineares, Rl fornece uma decomposicdo da variacdo explicada do modelo em
contribuicdes ndo negativas, calculadas com base na matriz de covariancia (LINDEMAN;
MERENDA; GOLD, 1980).

3.2.3 Determinacao de fosforo total e elementos potencialmente toxicos
3.2.3.1 Andlises por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado

A exatiddao dos métodos desenvolvidos foi avaliada por meio da comparacao dos teores
de P, Cr, Cu e Ni determinados por LIBS com os teores determinados pelo método de referéncia.
Para isso, foi feita a decomposi¢do por via Umida das 69 amostras de sedimentos com

aquecimento assistido por radiagdo micro-ondas e a determinagdo elementar por ICP OES.
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Para a decomposicao das amostras de sedimentos foi empregado o método EPA 3051A
(USEPA, 2007). Neste procedimento massas de aproximadamente 200 mg das amostras
previamente homogeneizadas como descrito na secdo 2.2 foram pesadas com precisao,
transferidas para os frascos fechados de decomposicdo de perfluoroalcoxi alcanos (PFA) e
digeridas usando um forno de micro-ondas (Speedwave four, Berghof, Eningen, Alemanha) em
triplicata, empregando 10,0 mL de HNO3 65% (v/v) (Synth, Diadema, Brasil) destilados em
um sistema de subdestilagdo DistillacidTM BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha) com
aquecimento promovido por ldampada infravermelho. O programa de aquecimento do forno
micro-ondas utilizado consistiu em (i) 5 min para atingir 120 °C, (ii) permaneceu nessa
temperatura por 5 min, (iii) 5 min para atingir 175 °C e (iv) permaneceu nessa temperatura por
10 min. A temperatura de cada frasco foi controlada por um sensor de temperatura desenvolvido
e patenteado pela Berghof. A temperatura méaxima dos frascos foi de, aproximadamente, 175
°C e o tempo para a digestdo completa foi de 25 min. Apds a finalizacdo da etapa de
aquecimento, foi conduzido o resfriamento até temperatura ambiente dos tubos em uma capela
de exaustdo de gases. Todos os procedimentos foram acompanhados de um branco analitico.
Ap0s a digestdo e o resfriamento, as amostras e 0s brancos analiticos foram transferidos para
frascos volumétricos de 50,0 mL, o volume foi completado com &gua deionizada e foram
mantidos sob refrigeracdo até o momento da analise. Posteriormente, os digeridos foram
diluidos 2,5 vezes com agua deionizada para que a concentracdo do acido ficasse dentro dos
padrdes do equipamento de analise (ICP OES).

A exatiddo do método de referéncia foi avaliada utilizando os seguintes CRMs de solos:
RTC-CRM 023-050, RTC-CRM 026-050, RTC-CRM 036-050, RTC-CRM 044-050, RTC-
CRM 045-050, Montana Il Soil - SRM 2711a e San Joaquin Soil - SRM 2709a, os quais foram
preparados em triplicata pelo mesmo procedimento de decomposicéo descrito para as amostras
de sedimentos.

As medidas de emissao atdmica foram feitas utilizando um espectrometro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado iCAP 6000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA) com o plasma em visdo axial, equipado com gerador de radiofrequéncia de 1,55 kW,
policromador echelle com janela espectral na faixa de 166 nm a 847 nm e detector de estado
solido de alta performance CID86. O gas argbnio (99,996%, White Martins-Praxair,
Sertdozinho, SP, Brasil) foi utilizado em todas as medidas. As condicdes de operacdo do plasma

estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 — CondicGes operacionais para a determinacao por ICP OES.

Parametro instrumental Condicao de operagéao
Tempo de integracao (S) 15.0
Fluxo de introdugdo da amostra
(mL min™?) 100
Tempo de estabilizacdo da bomba (s) 5
Poténcia de radiofrequéncia aplicada (kW) 1.25
Fluxo do géas auxiliar (L min™) 0.5
Fluxo do géas de nebulizacdo (L min™!) 0.50
Fluxo de argonio (L min™") 12
Nebulizador Concéntrico
Cémara de nebulizagéo Ciclonica

Linhas de emissdo monitoradas (nm) Cr 267,7; Cu 324,7; Ni 231,6; P 178,2;

Fonte: Autoria propria.

As solucbes padrdes utilizadas para calibracdo em ICP OES foram preparadas a partir
da diluicdo de 1000 mg L de Cr, Cu, Ni e P. As concentragdes das solucOes utilizadas para
obtencdo das curvas analiticas de calibracdo foram de 0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0; 100,0
e 200 pg L™ para Cr e Ni, para Cu foi de 0; 0,1; 0,5; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0e 100 mg Lt e P
foi de 0; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0; 100,0; 200; 500; 1000; 2000 e 3000 pg L. As solugGes

foram preparadas em meio de HNO3 0,7 mol L2,

3.2.3.2 Desenvolvimento dos métodos de calibracédo por LIBS

Para a analise utilizando a LIBS, aliquotas de 500 mg de cada amostra previamente
moidas como descrito na secdo 2.2 foram submetidas a uma pressao de 5 ton por 1 min em
prensa hidraulica para obtencdo de pastilhas de 10 mm de didmetro e 2 mm de espessura. As
69 amostras de sedimentos foram analisadas em triplicado utilizando duas diferentes
configurac@es do sistema LIBS, SP LIBS com o laser 1064 nm e DP LIBS com feixe cruzado
com a sequéncia de laser 532-1064 nm. As analises foram feitas com os pardmetros

instrumentais fixados em seus valores 6timos de acordo com os resultados dos DOE.

3.2.3.2.1 Anélise de dados para quantificacdo de TP
Para a determinagdo de P, os espectros obtidos com SP e DP LIBS foram processados

em um software desenvolvido em linguagem de programacgdo Python. Os outliers foram
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excluidos usando o produto escalar entre a média e cada espectro medido. O coeficiente de
correlagéo entre a intensidade em cada comprimento de onda do espectro e a concentracdo de
P determinada por ICP OES foi calculado. Esta avaliacdo ajuda a identificar as melhores linhas
para a modelagem. A curva de calibracdo analitica foi construida com 70% das amostras e a
validacdo com os 30% restantes, empregando como estratégia de calibracdo a compatibilizacdo
de matriz. As amostras dos conjuntos de calibragdo e validagdo foram escolhidas
aleatoriamente. Para a melhor linha de emissdo de P obtida usando o gréafico de correlacéo foi
feita a correcdo da linha de base (MARANGONI et al., 2016) e a area foi integrado utilizando
a funcdo Lorentz. A &rea média foi calculada para cada amostra (n = 3). O LOD foi calculado
de acordo com Currie (CURRIE, 1999).

Trés regressoes lineares simples foram realizadas entre a concentragéo de P determinada
por ICP OES, SP LIBS 1064 nm e DP LIBS e a profundidade dos testemunhos de sedimento
em cada estacdo de coleta para avaliar a distribuicdo de P ao longo do ndcleo de sedimento.

3.2.3.2.2 Anélise de dados para a quantificacdo de Cr, Cu e Ni

Para a determinacdo de Cr, Cu e Ni nas amostras de sedimentos, foi desenvolvido um
método de calibracdo para cada analito empregando somente a configuracdo DP LIBS com
feixe cruzado com a sequéncia de laser 532-1064 nm. Nao foi possivel desenvolver modelos de
calibracdo empregando a SP LIBS devido a baixa sensibilidade desta técnica para quantificar
elementos em baixas concentracdes.

Os espectros obtidos com DP LIBS foram processados no software Matlab versdo 2017b
(Matworks, Natick, MA, EUA) empregando duas rotinas. A primeira rotina, libs_treat, foi
aplicada para exclusdo de outlier através do calculo e avaliacdo do desvio padrédo da area, do
maximo e da norma euclidiana para cada amostra (linhas na matriz de dados) (BABOS et al.,
2019). A fim de minimizar as flutuacGes do sinal (area ou altura) e os efeitos de matriz durante
a aquisicdo de dados, seis tratamentos espectrais foram avaliados: (i) média dos espectros, (ii)
norma euclidiana individual do espectro e média, (iii) area individual do espectro e média, (iv)
soma dos espectros, (v) norma euclidiana individual do espectro e soma e (vi) area individual
do espectro e soma (BABOS et al., 2019; CASTRO; PEREIRA-FILHO, 2016).

A segunda rotina, libs_par, foi aplicada apds o tratamento espectral. Essa rotina calcula
a relacdo sinal-fundo (S/B, do inglés signal-to-background), a area do sinal e a altura de uma
linha de emissdo especificada. Para usar efetivamente libs_par, é necessario estabelecer os

intervalos das linhas de emissdo que contém sinais analiticos e de fundo (BABOS et al., 2019).
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As curvas de calibracdo analitica para cada elemento foram construidas com um
conjunto de 54 amostras de sedimentos e 0 conjunto de validagdo com as 15 restantes. As
amostras dos conjuntos de calibragdo e validacdo para cada elemento foram escolhidas
aleatoriamente. Duas estratégias de calibracdo univariadas, CM e PI, foram avaliadas para a
determinacdo de Cr, Cu e Ni nas amostras de sedimentos. Para cada estratégia de calibracdo
foram avaliados dois modelos de regressdo linear, direto e inverso com o método dos minimos
quadrados para as linhas de emissao atémica Cr | 357,87 nm, Cu | 324,75 nm e Ni 1 232,00 nm.
Os modelos que apresentaram menores erro quadratico medio da validacdo (RMSEV) foram
avaliados empregando a ANOVA da regressdo afim de verificar se eles poderiam ser usados
para predicdo (PEREIRA; PEREIRA-FILHO, 2018).

3.2.3.2.2.1 Metodologia para avaliacao de risco ecoldgico e qualidade de sedimentos

A avaliagéo de risco ecologico foi realizada usando o software HERisk (NERIS et al.,
2021), uma versdo aprimorada do codigo HHRISK (NERIS et al., 2019). Esta nova versédo
permite o céalculo de indices simples como fator de contaminacdo (CF, do inglés contamination
factor), fator de enriquecimento (EF, do inglés enrichment factor) e indice de geoacumulagéo
(lgeo, do inglés geoaccumulation index), que foram usados para avaliar o nivel de poluicdo
relacionado a cada PTE separadamente ( DOLEZALOVA WEISSMANNOVA et al., 2019). A
partir desses indices, o programa calcula os indices combinados, como grau modificado de
contaminagdo (mCq, do inglés modified degree of contamination), indice de poluigdo de limiar
integrado (IPlm, do inglés integrated threshold pollution index), indice de carga de poluicéo
(PLI, do inglés pollution load index), indice de risco ecoldgico potencial (PERI, do inglés
potential ecological risk index), quociente de nivel de efeito provavel médio (m—PEL-q, do
inglés mean probable effect level quotient) e o indice de risco tdxico (TRI, do inglés the toxic
risk index), que avaliam a poluicdo total e os riscos ecoldgicos para a flora e a fauna
considerando a presenca de todos os PTEs quantificados nos sedimentos (EMENIKE et al.,
2020). As equacdes dos indices estdo descritas na Tabela 1A na secéo apéndice, uma vez que
esses indices sdo bem conhecidos e amplamente utilizados na literatura. Neste estudo, quatro
espécies quimicas (Cr, Cu, Fe, Ni) foram consideradas nas avaliaces de risco ecologico. As
concentracdes de Cr, Cu e Ni foram determinadas por DP LIBS e a concentracdo de Fe foi
determinada por ICP OES.

Para o calculo dos indices simples foi adicionado a concentracGes de espécies definidas
por BRAMORSKI (2004). Esta referéncia quantificou as concentraces de PTES nos

sedimentos em 2002 nas mesmas estacOes de coletas deste trabalho. Por outro lado, para o



58

calculo do IPIm, foram utilizados os valores limites estipulados pela legislacao brasileira por
meio da Resolucdo CONAMA 454/2012 (BRASIL, 2012).

Além das analises de riscos ecoldgicos, também foi adotada as Diretrizes de Qualidade
de Sedimentos (SQGs) para avaliar o potencial de impacto biolégico das espécies quimicas no
sedimento e possibilitar a prevencdo e mitigacdo do sistema aquatico estudado. Os niveis de
poluigdo foram avaliados usando os padrdes de TEL e PEL de SQGs de agua doce nacionais e
internacionais fornecidos pelo CONAMA e NOAA (BUCHMAN, 2008; BRASIL, 2012).

Todos os valores dos parametros usados para a avaliacdo da qualidade do sedimento e
os calculos dos indices sdo apresentados na Tabela 2A na secdo apéndice, enquanto as
classificacdes de poluicdo ambiental e risco ecoldgico sdo apresentadas na Tabela 3A na secdo
apéndice.

3.3 Resultados e discusséo
3.3.1 Otimizacéo dos parametros LIBS a partir de DOE
3.3.1.1 Delineamento composto central para SP LIBS com lasers de 1064 e 532 nm

Os resultados do DCC para o sistema SP LIBS operando com o laser de 1064 nm
mostraram que os efeitos linear e quadratico da energia do laser (LE) explicaram no maximo
10% da variabilidade para V (Tabela 5), com os graficos de contorno mostrando que sua
influéncia foi muito pequena (Figura 14). Portanto, o0 menor valor de LE correspondeu ao valor
otimizado. A variavel DT influenciou as respostas para todos os elementos (Tabela 2), com
excecdo do Cu, sendo os elementos mais afetados B (Rl = 70%), Co (Rl = 75%) e Fe (Rl =
39%). Para B e Co, o valor minimo de DT maximizou a relacdo S/N, enquanto o efeito oposto
foi observado para Fe (Figura 14). Os maiores CV foram encontrados para B e Co, portanto o
DT otimizado correspondeu ao seu menor valor. A variavel GW apresentou efeitos para 7
elementos (Ca, Cr, Mg, Mn, Na, Sr e V) (Tabela 5), com maiores valores de GW resultando na
maximizacdo da relacdo S/N (Figura 14). A variavel AP apresentou efeito para todos os
analitos, exceto Fe e Sr (Tabela 5). Nos casos em que o AP foi significativo, a maximizacdo da
relacdo S/N ocorreu no valor maximo do AP (Figura 14). A soma das interacdes entre os fatores
representou menos de 10% para todos os elementos, exceto Fe, onde a interacdo LE*GW
representou 14%, e Zn, onde DT*GW representou 21%. Portanto, os fatores otimizados para o
sistema SP LIBS operando com o laser de 1064 nm foram LE =34 mJ, DT = 0,2 ps, GW =20
pus e AP = 10.
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Tabela 5 — Coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacdo (R2) e importancia

relativa (RI) para os efeitos linear e quadratico nos modelos finais de DCC para SP LIBS com
os lasers de 1064 e 532 nm.

SP LIBS 1064 nm

SP LIBS 532 nm

Elementos CV R? RI(%)dosfatores* CV R? RI (%) dos fatores*
(%) (%) LE DT GW AP (%) (%) LE DT GW AP

B 51 94 70 17 25 92 10 4 70
Ca 21 90 21 40 29 29 83 15 54 14
Co 52 94 75 11 21 8 11 9 4 45
Cr 27 93 2 15 14 54 50 80 28 45 7
Cu 17 50 50 32 69 3 9 17 8
Fe 21 57 4 39 64 89 8 58 1 19
Mg 34 91 20 10 61 43 95 8 53 31
Mn 37 9% 3 4 9 75 51 87 15 45 24
Na 35 93 5 36 52 53 86 14 51 16
Ni 32 90 16 74 45 88 46 10 32
P 27 66 13 53 28 72 49 6 17
Sr 22 45 5 11 20 9 62 10 32 20
Vv 33 9% 10 5 7 69 50 88 16 60 12
Zn 30 63 4 38 29 86 13 14 59

*Efeitos lineares e quadraticos.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 14 — Gréficos de contorno da relacdo S/N do modelo DCC para SP LIBS com o laser
de 1064 nm.
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Para o sistema SP LIBS operando em 532 nm, os resultados do DCC mostraram que o
LE afetou apenas as respostas para B, Fe, Co e Zn, com RI de 10%, 11%, 8% e 13%,
respectivamente (Tabela 5). Dentre esses elementos, o Fe apresentou o maior CV de 64%,
correspondendo ao maior efeito do LE. Como o menor valor de LE maximizou a relagdo S/N
para o Fe (Figura 15), enquanto para os demais elementos LE teve pouco ou nenhum efeito, o
menor valor de LE foi adotado como 6timo. Foi observado efeito do DT para todos os elementos
(Tabela 5). Como o menor valor foi indicado apenas para B e Co (Figura 15), o maior valor de
DT foi adotado como étimo. Dentre os elementos cuja resposta foi afetada pelo GW (Tabela
5), todos apresentaram a maior resposta no valor maximo, com excecéo do Cr (Figura 15).
Todos os elementos apresentaram efeito de AP (Tabela 5), com maior resposta no valor
méaximo, com excecdo do Fe (Figura 15). A soma das interacdes entre os fatores representou
menos de 10% para todos os elementos, exceto para Co, onde as interacdes LE*DT e GW*AP
representaram 6,5%, e para Cu, onde LE*GW, LE*AP, e as interacdes GW*AP representaram
14%, 8% e 10%, respectivamente. Para o sistema SP LIBS operando em 532 nm (Tabela 5 e
Figura 15), os fatores otimizados foram LE = 35 mJ, DT = 1,5 ps, GW =20 pus e AP = 10

pulsos.
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Figura 15 — Gréficos de contorno da relacdo S/N do modelo DCC para SP LIBS com o laser
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A otimizagdo dos fatores instrumentais que influenciaram a anélise multielementar do
sedimento por SP LIBS (lasers de 1064 e 532 nm) mostrou que nos casos em que o CV foi
inferior a 10%, a variacdo da resposta em todas as corridas ndo teve efeito significativo,
independentemente da combinacdo de valores estudados para cada fator. No LIBS, os eventos
de breakdown mudam drasticamente as intensidades da linha espectral, consequentemente
aumentando o CV das medidas. Para analises geoquimicas, valores de CV entre 5% e 20% sdo
geralmente aceitaveis (MUSAZZI; PERINI, 2014). A RI dos fatores estudados para cada
elemento ajudou a identificar as varidveis mais importantes a partir das contribuicGes
percentuais.

Para ambos os sistemas SP LIBS, o menor valor de LE foi escolhido como 6timo, pois
LE na faixa estudada teve pouca ou nenhuma influéncia na relagdo S/N dos elementos
avaliados. Estudos tém mostrado que as intensidades das linhas de emisséo do espectro LIBS
aumentam com a energia do pulso do laser, sob irradiancia constante (AGUILERA; ARAGON,
2008; DE CARVALHO et al., 2012). Porém, aumentar a intensidade das linhas de emisséo
pode levar ao aumento do ruido, por isso é importante avaliar a relagdo S/N (HAHN;
OMENETTO, 2012).

Para ambos os sistemas SP LIBS, os valores mais altos de GW e AP maximizam a
relacdo S/N. No entanto, para o laser de 1064 nm, o menor valor DT maximizou a relagdo S/N
para a maioria dos elementos, enquanto para o laser de 532 nm o valor mais alto desse fator
maximizou a resposta para a maioria dos elementos. Esses resultados foram relacionados aos
mecanismos de geracdo e formacdo do plasma. O crescimento em cascata da densidade de
elétrons (bremsstrahlung inverso) é mais favoravel para lasers de comprimento de onda maiores
(CABALIN; LASERNA, 1998), enquanto a ionizacdo por multifétons desempenha um papel
importante para lasers de comprimento de onda menores (SINGH; THANKUR, 2007).

3.3.1.2 Otimizacao de fatores para DP LIBS

Dois planejamentos fatoriais fracionados 252 foram implementados para DP LIBS com
diferentes sequéncias de laser (uma sequéncia foi de 1064-532 nm e a outra foi de 532-1064
nm) para a escolha da melhor sequéncia de laser e triagem para descartar variaveis ndo
significativas. O planejamento fatorial fracionario 2°2 com a sequéncia dos lasers de 1064-532
nm (Tabela 6) mostrou que o LE de 1064 nm nao influenciou na relacdo S/N, para nenhum
elemento, enquanto o LE de 532 nm explicou no maximo 10% da variabilidade (para Fe). Os
outros fatores tiveram maiores efeitos na relagdo S/N, com efeitos <43% para AP (10
elementos: B, Ca, Co, Cr, Mg, Mn, Na, P, V e Zn), <29% para GW (4 elementos: Cr, Mg, Mn
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e Na), <66% para atraso entre pulsos (ID) (6 elementos: B, Co, Mg, Ni, P e Zn) e <58% para
DT (10 elementos: B, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, P, Sr e Zn). O planejamento fatorial fracionario
252 com a sequéncia de laser 532-1064 nm (Tabela 6) mostrou novamente que o LE de 1064
nm ndo teve influéncia na relacdo S/N para nenhum elemento, enquanto o LE de 532 nm
explicou no maximo 20% de a variabilidade (para Zn). Os demais fatores tiveram maior
influéncia na relagdo S/N, com efeitos <42% para AP (11 elementos: B, Ca, Co, Cu, Cr, Mg,
Mn, Ni, P, V e Zn), <41 % para GW (4 elementos: Cr, Mg, Mn e Sr), <85% para ID (6
elementos: B, Ca, Co, Fe, Mg ¢ Na) e <43% para DT (10 elementos: B, Ca, Co, Cr, Mg, Na,
Ni, P, V e Zn).
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Tabela 6 — Coeficiente de variacdo (CV), coeficiente de determinacdo (R2) e importancia

relativa (RI) para efeitos lineares nos modelos finais de planejamento fatorial fracionados para

DP LIBS.
Planejamentos fatoriais fracionados 252 Planejamentos fatoriais fracionados 25
com a sequéncia dos lasers 1064-532 nm com a sequéncia dos lasers 532-1064 nm
R1 (%) dos fatores* RI (%) dos fatores*
Elementos ) )
CV R® "1064 532 CV R "1064 532
(%) (%) nm nm AP ew ID DT () () ym nm AP GW ID DT
LE LE LE LE

B 52 85 5 7 16 57 59 76 15 18 43
Ca 50 43 43 39 96 2 85 9
Co 64 90 3 8 24 55 62 82 8 15 16 43
Cu 27 42 42 28 28 28
Cr 30 47 18 29 24 60 20 18 22
Fe 47 66 10 56 48 32 32
Mg 37 76 34 12 23 7 23 74 37 12 14 11
Mn 40 58 26 19 13 26 58 42 16
Na 65 68 43 25 29 b1 29 22
Ni 42 74 66 8 38 53 14 16 23
P 43 74 8 47 19 47 35 19 16
Sr 39 58 58 7 41 41
\Y 27 18 18 10 41 15 26
Zn 52 88 9 18 46 15 41 63 20 13 30

*Efeito linear.

Fonte: Autoria propria.
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O planejamento fatorial fracionado 2% com a sequéncia dos lasers de 532-1064 nm
apresentou melhor desempenho (relagdes S/N maiores), em comparacdo com a sequéncia dos
lasers de 1064-532 nm. Isso era esperado, pois a emissdo de fundo é maior quando o laser de
1064 nm é usado para a ablacdo da amostra (NICOLODELLI et al., 2015). Portanto, o
planejamento fatorial fracionario 2% com a sequéncia de laser de 532-1064 nm, onde o laser
de 1064 nm foi usado para reaquecer o plasma, foi otimizado usando um DCC.

De acordo com os resultados obtidos pelo planejamento fatorial fracionado 2% com a
sequéncia das lasers 532-1064 nm, foram escolhidos os valores dos fatores que foram fixados
e, em seguida, os fatores que tiveram os maiores efeitos na relacdo S/N foram otimizados
através do DCC. Os resultados mostraram que para o planejamento fatorial fracionado 262 com
a sequéncia de laser 532-1064 nm, o LE para o laser de 1064 nm ndo influenciou a relagdo S/N
para nenhum elemento, enquanto o LE para o pulso de 532 nm explicou muito pouco a
variabilidade dos dados. Portanto, esses dois fatores foram fixados em seus valores mais baixos
(34 e 35 mJ para os lasers de 1064 e 532 nm, respectivamente) para a implementacdo do DCC.
Valores maiores de AP resultaram na maximizacdo da relacdo S/N para todos os elementos
influenciados por esse fator (com excec¢édo do Ca, para o qual o valor de RI foi de apenas 2%).
Além disso, observou-se que para o sistema SP LIBS operando com os lasers de 1064 e 532
nm, a maior relacdo S/N também ocorreu no valor maximo de AP. Portanto, este fator foi fixado
em seu valor maximo (10 pulsos acumulados) para implementacdo do DCC. Uma vez que 0s
fatores GW, ID e DT tiveram os maiores efeitos na relacdo S/N, eles foram selecionados para
refinar as condicGes Gtimas.

No experimento DCC, o Sr apresentou pouca variacdo da relacdo S/N, com CV de
apenas 2% (Tabela 7). Consequentemente, nenhum fator afetou a resposta desse elemento. O
GW afetou apenas a relacdo S/N para Cr e Zn (Tabela 7), ambos com IR de 9%, portanto o
menor valor desse fator correspondeu ao seu valor otimizado. O ID influenciou 13 elementos
(Tabela 7), a maioria dos quais apresentou resposta maxima no valor minimo do ID, exceto Ca,
Fe e Mg, para os quais o valor intermediario representou a melhor condicéo (Figura 16). O DT
afetou 8 elementos (Tabela 7), dos quais 5 elementos (B, Co, Ni, P e Zn) apresentaram resposta
méaxima no valor minimo de DT (Figura 16). Para Ca e Mg, a melhor condicdo foi no valor
méaximo de DT, enquanto para Fe foi em um valor intermediario. No entanto, os valores de CV
para Ca e Fe ficaram abaixo de 15%. A soma das interacfes entre os fatores correspondeu a
menos de 10% para a maioria dos elementos, exceto B e Fe, para os quais a interacdo ID*DT

correspondeu a 2 e 16%, respectivamente. Portanto, os fatores otimizados para DP LIBS na



67

configuracdo de feixe cruzado com a sequéncia de laser 532-1064 nm foram os seguintes: LE
(1064 nm) = 34 mJ; LE (532 nm) =35 mJ; AP=10; GW =5 pus; ID=10,2 ps; e DT = 0,2 ps.

Tabela 7 — Coeficiente de variagio (CV), coeficiente de determinacdo (R?) e importancia
relativa (RI) para os efeitos linear e quadratico nos modelos finais de DCC para DP LIBS.

RI (%) dos fatores*
Elementos CV (%) R2? (%)

GW ID DT
B 97 99 72 25
Ca 14 95 73 22
Co 113 92 81 11
Cu 16 67 67
Cr 14 72 9 63
Fe 14 72 42 14
Mg 22 83 54 29
Mn 23 80 80
Na 13 42 42
Ni 108 92 72 20
P 67 99 69 30
Sr 2
\Y 16 83 83
Zn 56 57 9 15 33

*Efeitos lineares e quadraticos.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 16 — Gréficos de contorno da relacdo S/N do modelo DCC para DP LIBS.
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Assim como no caso do SP LIBS, a LE na faixa estudada teve pouca ou nenhuma
influéncia na relagdo S/N dos elementos avaliados, enquanto o maior valor de AP maximizou
a relagdo S/N. Diferente de SP LIBS, o menor valor GW maximiza a resposta. O DT otimizado
para DP LIBS foi 0 mesmo para SP LIBS com o laser de 1064 nm (0,2 ps). A maximizac¢do da
relacdo S/N no menor valor de DT foi devido a maior temperatura de excitacdo e densidade de
elétrons no inicio da formacdo do plasma (NICOLODELLI et al., 2015). Para os elementos
influenciados pelo ID, a maioria apresentou uma resposta maxima no ID de 0,2 ps, pois o
plasma absorveu a energia do laser de 1064 nm que reaqueceu o plasma (segundo pulso),
consequentemente aumentando a temperatura do plasma formado pelo laser de 532 nm
(GAUTIER et al., 2005).

3.3.2 Determinagéo de TP por LIBS
3.3.2.1LIBS

A Figura 17 mostra dois espectros tipicos de emisséo de plasma de 175 a 341 nm para
uma amostra de sedimento obtida com os sistemas SP LIBS com laser 1064 nm (Figura 17a) e
DP LIBS com a sequéncia de lasers de 532-1064 nm (Figura 17b).

Figura 17 — Espectro de emissdo de uma amostra de sedimento, de 175 a 341 nm, obtido com
os sistemas SP LIBS com laser 1064 nm (a) e DP LIBS com a sequéncia de lasers de 532-
1064 nm (b).
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A linha de emissdo atbmica do P em 214,91 nm apresentou correlacdo linear
significativa com os valores de referéncia para ambas as configurac@es, 0,75 e 0,76; para 0s

dados ndo tratados de SP e DP LIBS nm, respectivamente (Figura 18). A relacdo S/N média
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para P |1 214,91 nm foi de 15,1 e 27,9 para SP e DP LIBS, respectivamente, entdo DP LIBS

aumentou a relagcdo S/N em 1,8 vezes. Assim, a linha de emisséo em 214,91 nm foi escolhida

para a construcdo dos modelos de calibracao.

Figura 18 — Gréficos de correlacéo linear para P usando (a) SP e (b) DP LIBS de 214,4 nm a

1,0

215,16 nm.
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Os modelos de calibragéo para SP e DP LIBS (Figura 19a e 19b, respectivamente) foram

construidos pela correlacdo direta entre a area da linha de emissao ajustada pela funcéo de

Lorentz e os valores de referéncia das concentracdes de P obtidos com ICP OES. As curvas de

calibracdo de P mostraram a existéncia de uma correlacgéo linear forte e positiva, na qual foram

obtidos coeficientes de correlacdo de 0,93 e 0,92 para SP e DP LIBS, respectivamente, e uma

faixa linear de trabalho de 802 a 5770 mg kg ~* P para ambas as curvas. Os valores de LOD de

709 mg kgt e 349 mg kgt para SP e DP LIBS, respectivamente, foram calculados de acordo

com Currie (CURRIE, 1999). Os dois métodos propostos foram validados usando o conjunto

de validacdo (Figura 19c e 19d). Nesse tipo de validacdo, os graficos foram construidos

utilizando a correlacdo da concentracao de P prevista pelos modelos de calibracdo do método

LIBS com a concentracdo de P determinada pelo ICP OES.

Intensidade de emisao média (a. u.)



71

Figura 19 — Curvas analiticas de calibracdo para a determinacdo de P total em sedimentos por
(@) SP LIBS e (b) DP LIBS e curvas de validagcdo para os métodos (c) SP LIBS e (d) DP
LIBS.
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Para melhor interpretar os valores de RMSEC (erro quadratico médio da calibracao) e
RMSEYV (erro quadratico médio da validacédo), o erro percentual médio foi calculado para os
conjuntos de calibracdo e validacdo em ambos os métodos. O erro percentual médio para as
curvas de calibracdo foi de 12% e 11% para SP e DP LIBS, respectivamente. Para as curvas de
validacdo, foi de 14% e 10% para SP e DP LIBS, respectivamente. Os erros médios na
quantificacdo de TP por SP e DP LIBS sdo aceitaveis para medidas de amostras sem preparacdo
(MARANGONI et al., 2016), e embora o efeito de matriz seja comum na técnica LIBS (HOU
et al., 2019), os modelos desenvolvidos utilizando a linha P | 214,91 nm mostraram-se
independentes da matriz e ndo apresentaram efeitos ndo-lineares. Além disso, na linha de
emissao escolhida, ndo foi observada interferéncia espectral de outros elementos, permitindo a
construcdo de modelos de calibragé@o univariada para diferentes tipos de amostras (VIEIRA et

al., 2018). Os dois métodos desenvolvidos para quantificagdo de P em sedimentos de rios



72

apresentam valores de LODs abaixo do valor méximo considerado de origem natural (750 mg
kg™) definido pelas leis brasileiras (CETESB, 2018) e pode ser usado para determinar o TP em
substituicdo ao ICP OES. O método desenvolvido com DP LIBS € mais sensivel e apresentou
um LOD duas vezes menor que o método com SP LIBS. Porém, para analisar o grau de
eutrofizagdo de rios eutrofizados, o SP LIBS ¢é suficiente e preferivel, pois utiliza apenas um

laser, sendo, portanto, um sistema instrumental mais barato.

3.3.2.2 Distribuicado de TP dentro dos nucleos de sedimentos

As concentragOes de P determinadas por ICP OES, SP e DP LIBS foram descritas em
relacdo a profundidade dos testemunhos de sedimento (Figura 20). A distribuicdo das
concentracbes de P nos testemunhos de sedimento de acordo com os métodos LIBS
desenvolvidos apresentou 0 mesmo comportamento em todas as estacbes quando comparada
com o ICP OES. Os resultados obtidos por ICP OES foram concordantes com os resultados
obtidos por SP e DP LIBS ao nivel de confianca 95% (teste t pareado). Portanto, ambos os
métodos sdo muito eficientes para avaliar o grau de eutrofizacéo e obter informac6es sobre as

contribuicdes antropicas no que diz respeito ao teor de P total em testemunhos de sedimentos.



Figura 20 — Distribuicdo de P total dentro dos testemunhos de sedimentos nas estagdes de

coleta.
P (mg kg)
0 A L L L L i 0 i L L L 1 i
104 10
E 4 4
20 - 20 =
30 - 30 -
| | H
404 B 40
4 o E 4
504 50 -
60 Estaciio 1 60+ Estaciio 5
-0 (Rio Piracicaba) -0 1 (Rio Tiet#&)
«““ e““ «* @ & N

104 " 104
204 204
30 30

40 40 4
’é\ 50 50
[&]
~ 60+ Estacao 2 60 Estacio 6
.-;: o (Rio Piracicaba) 2o (Rio Tietd)
o
T eSS S s LSS
E 0 0 M BEPEEE AP B T
2 104 10
[aW J 4
20+ 20+
304 30
404 40 4
50 50
60+ Estacio 3 60+ Estacio 7
-0 A (Rio Piracicaba) -0 ) (Rio Tiet&)
s eSS s
0 1 L L L A
10
20 4
30 —a— [CP OES
0] —e— SP LIBS
—&—DP LIBS
50 -
60 & Estacio 4
-0 ) (Confluéncia)

Fonte: Autoria propria.



74

As concentragdes médias de TP nos sedimentos dos Rios Tieté (4316,16 + 1062,63 mg
kgl P) e Piracicaba (1800,17 + 696,82 mg kg™ P) sdo altas quando comparadas com aquelas
relatadas em estudos semelhantes para ecossistemas aquaticos eutrofizados (concentracdo de
até 1844,90 mg kg de P) (BARIK et al., 2019; CHEN et al., 2011; WEN et al., 2020). A maior
concentracdo de P est4 na superficie do testemunho de sedimentos da estagédo 4 (5770,31 mg
kg™), este resultado ocorre porque a regido de confluéncia pode provocar a imobilizacio de P
nos sedimentos superficiais (YUAN et al., 2019). Os pontos de coleta nas estacdes 1, 2 e 3 (Rio
Piracicaba) e na estacdo 4 (regido de confluéncia) mostraram uma tendéncia linear decrescente
significativa do teor de P com a profundidade, com teores de P nas camadas superficiais de
1846,02; 2174,23; 3506,09 e 5770,31 mg kg™ ?, respectivamente. Os valores para as taxas de
diminui¢do do contetido de P por centimetro foram —14,86; —53,62; —66,41 ¢ —66,68 mg kg
cm™* com os valores de R? sendo 0,87; 0,98; 0,99 e 0,91 para as estacdes 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. O aumento do teor de TP da parte inferior para a parte superior dos
testemunhos dos sedimentos indica que a deposi¢do de P esta aumentando, e isso se deve a
intensificacdo das atividades antropogénicas na regido (LUPINACCI et al., 2017). A estacOes
5, 6 e 7 do Rio Tieté ndo apresentaram tendéncia linear significativa, e seus niveis médios e
respectivos desvios-padrdo do teor de P foram 4072,64 + 643,96; 3629,12 + 1293,20 e 5178,02
+ 498,50 mg kg !, respectivamente. A diferenca no comportamento da distribuicdo de TP ao
longo do perfil nos Rios Tieté (estacbes 5, 6 e 7) e Piracicaba (estagdes 1, 2 e 3) pode estar
ligada ao suprimento e ressuspensdo de P nos sedimentos. As principais fontes de P nos pontos
amostrados sao descartes de esgoto doméstico, com grande quantidade de matéria organica
fecal e detergentes, 4gua drenada em areas agricolas e alguns efluentes industriais (SMITH,;
ESPINDOLA; ROCHA, 2014).

De acordo com o critério brasileiro de qualidade de sedimentos em relacdo ao teor de
TP, as camadas de sedimento mais profundas do Rio Piracicaba (estacdes 1, 2 e 3) apresentam
niveis de TP que poderiam impactar o corpo d'agua se forem remobilizados (concentracdo de
TP entre 750 e 1500 mg kg 1), e as camadas mais superficiais da Rio Piracicaba, todas as
camadas sedimentares do Rio Tieté (estacdes 5, 6 e 7) e da regido da confluéncia apresentam
niveis de TP que causam alto impacto no corpo d'agua (concentracdo de TP acima de 1500 mg
kg™') (CETESB, 2018). Esses resultados indicam que a variabilidade do TP na distribuicéo
vertical é alta para o Rio Piracicaba, enquanto no Rio Tieté é relativamente baixa. Os resultados
apresentados para 0 Rio Tieté corroboram com 0s observados por Baran et al. (2019) no rio
Dunajec, onde ndo houve grande variabilidade de P na distribuigéo vertical, o que significa que

a matéria intensamente suspensa transportada por esses rios € homogénea.
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3.3.3 Determinacéo de Cr, Cu e Ni por LIBS
3.3.3.1 Métodos de calibracao

As linhas de emisséo atdmica de Cu e Ni foram selecionadas de acordo com o DOE, Cu
I 324,75 nm e Ni | 232,00 nm. Todavia para Cr foi escolhida a linha de emissao Cr | 357,87 nm
porque € mais sensivel que a linha utilizada no DOE (Cr | 359,35 nm), sendo ideal para o
monitoramento de baixas concentragdes desse analito. As linhas de emissdo atdmicas do Cr
357,87 nm, 359,35 nm e 360,53 nm sdo linhas ressonantes que partem do estado fundamental,
sdo um trlipleto. O DOE foi feito com uma amostra contendo uma concentracdo média dos
analitos a fim de evitar a ndo detecgédo do elemento para amostras menos concentradas e o efeito
de auto-absorcdo para as amostras mais concentradas.

Duas estratégias de calibracdo univariadas, a compatibilizacdo de matriz (CM) e a
padronizacdo interna (PI), foram avaliadas para superar ou minimizar os efeitos de matriz na
determinacéo de Cr, Cu e Ni em amostras de sedimentos dos Rios Tieté e Piracicaba e a regido
de confluéncia por LIBS. Além disso, para cada estratégia de calibragéo, a regresséo direta e
inversa foi avaliada com intuito de aumentar a exatiddo na determinacao dos analitos utilizando
os modelos desenvolvidos. Para as estratégias de PI, o Ti Il 324,85 nm foi escolhido como
padrdo interno para Cu e o Fe Il 233,80 nm foi escolhido como padréo interno para Ni. A
escolha dos padrées internos foi feita com base na similaridade das propriedades fisico-
quimicas entre o analito e o padréo interno.

As Figuras 21a, 21b e 21c mostram o erro quadratico médio de validagdo, RMSEV para
cada modelo de calibracdo baseado na area e altura das linhas de emissdo do Cr, Cu e Ni,
respectivamente, empregando os oito tratamentos espectrais propostos. Para o Cr e Ni ndo foi
possivel obter modelos de calibracdo empregando a Pl e a CM, respectivamente. A melhor
estratégia de calibracdo em funcdo do RMSEV para cada analito foi comparada com seu oposto.
Essa comparacdo foi feita entre os valores de recuperacdo obtidos pelos modelos direto e
inverso para as amostras do mesmo conjunto de validacdo mostradas nas Figuras 21d, 21e e
21f.
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Figura 21 — Erro quadratico médio de validacdo (RMSEV) para Cr, Cu e Ni, empregando 0s

tratamentos espectrais propostos e a recuperacgéo (%) para Cr, Cu e Ni em amostras de

sedimentos determinadas por LIBS usando modelos de calibragdes com a CM e a PI.
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De acordo com a Figura 21a, independente do sinal analitico monitorado (area e altura),
0 RMSEYV foi menor utilizando a calibragdo por CM com o modelo inverso quando comparado
com a CM com o modelo direto. Em fungio do menor RMSEV (7,54 mg kg™) (Tabela 8), o
melhor modelo de calibracdo obtido para o Cr foi a CM com regressao inversa baseado na area
utilizando o tratamento espectral 4. Comparando os valores de recuperagédo de Cr obtidos pelos
modelos direto e inverso para as mesmas amostras de sedimentos (Figura 21d) e considerando
que os valores aceitaveis de recuperacdo estdo entre 80% e 120%, observa-se que das 15
amostras somente uma amostra (amostra de sedimento do Rio Tieté coletada na estacdo 6 auma
profundidade de 10 cm na camada de sedimento) ficou fora da faixa 6tima de recuperagdo para
CM com regressao inversa, enquanto para CM com regresséo direta, cinco amostras ficaram
fora da faixa aceitavel de recuperacao.

Para o Cu foi possivel obter modelos de calibracdo empregando a estratégias de
calibracdo por CM e a PI. Para os resultados obtidos com a CM (Figura 21b), assim como
observados para Cr, independente do sinal analitico monitorado (area e altura), o RMSEV foi
menor para a CM com o modelo inverso quando comparado com a CM com o modelo direto.
Em func&o do menor RMSEV (14,56 mg kg™?) (Tabela 8), o melhor modelo de calibragéo obtido
para Cu foi a CM com regressao inversa baseado na area utilizando o tratamento espectral 3.
Para os resultados obtidos com a Pl (Figura 21b), independentemente do tipo de tratamento
espectral, o0 menor RMSEV foi para a area e para a Pl com o modelo inverso. Em funcéo do
menor RMSEV (14,53 mg kg™!) (Tabela 8), o melhor modelo de calibragéo obtido para Cu com
padrdo interno sendo o Ti foi a Pl com regresséo inversa baseado na area utilizando o tratamento
espectral 3. Comparando os valores de recuperacdo de Cu obtidos pela Pl e CM com modelos
direto e inverso para as mesmas amostras de sedimentos (Figura 21e), observa-se que a maioria
das amostras ficaram dentro da faixa 6tima de recuperacdo para a Pl e CM com regressao
inversa. Esse resultado mostra que independente da estratégia de calibracdo, o modelo inverso
mostrou melhores predi¢fes da concentracao de Cu das amostras do conjunto de validacao.

Para o Ni, independentemente do tipo de tratamento espectral, o RMSEV foi menor para
a Pl com o modelo inverso usando a area como sinal analitico (Figura 21c). Em funcéo do
menor RMSEV (8,29 mg kg?) (Tabela 8), o melhor modelo de calibracéo obtido para o Ni foi
a PI utilizando o Fe como padrdo interno a com regressao inversa baseado na area e utilizando
o tratamento espectral 3. Comparando os valores de recuperacdo de Ni obtidos pelos modelos
direto e inverso para as mesmas amostras de sedimentos (Figura 21f) e considerando que 0s
valores aceitdveis de recuperacdo estdo entre 80% e 120%, observa-se que a maioria das

amostras ficaram dentro da faixa 6tima de recuperacdo empregando a Pl com regressao inversa.
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Além disso, os valores que ficaram fora da faixa aceitvel para esse modelo de calibracdo
ficaram mais proximos das faixas que limitam o intervalo de 80% a 120% do que para a PI com
regresséo direta.
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Tabela 8 — Parametros de desempenho analitico

Parametro Cr Cu Ni
CM CM CM CM
o B B B B Pl regressdo Pl regressdo Pl regressdo Pl regressao
Estratégia regressao regressao regressao regressao _ _
) ) direta Inversa direta Inversa
direta Inversa direta Inversa
Comprimento de onda ) )
(nm) Cr | 357,87 Cul 324,75 Cu 1 324,75/Ti 1l 324,85 Ni | 232,00/Fe 11 233,80
nm
Tratamento espectral 4 4 3 3 1 3 1 3
Tipo de sinal Area Area Area Area Area Area Altura Altura
Intervalo de trabalho
4 19,06 — 64,13 21,3-194,9 11,6 - 854
(mg kg™)
R 0,5713 0,5713 0,7885 0,7885 0,7885 0,7937 0,7560 0,7531
R? 0,3264 0,3264 0,6218 0,6218 0,6218 0,6299 0,5716 0,5672
RMSEC (mg kg') 14,5 8,25 29,78 23,48 29,78 23,24 16,14 12,27
RMSEV (mg kg?) 15,58 7,54 16,58 14,56 17,58 14,53 12,32 8,29
Amostras dentro da
faixa de recuperacao
67 93 47 73 47 60 40 53
de 80% - 120%

(%)

Fonte: Autoria propria.
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De acordo com a ANOVA da regressdo, todos os modelos desenvolvidos (Tabela 8)
podem ser utilizados para predi¢do, uma vez que, o F calculado foi maior que o F tabelado.
Esses resultados demonstram claramente a importancia de avaliar diferentes estratégias de
calibracdo de método para LIBS. Cada estratégia de calibracdo apresenta vantagens e limitaces
em contornar os efeitos de matriz, e sua escolha deve ser feita considerando as caracteristicas
intrinsecas das estratégias de calibracdo, dos analitos e amostras. Assim € possivel obter
excelentes parametros de desempenho analitico e determinacfes com exatiddo e precisdo
satisfatorias.

3.3.3.2 Avaliacdo de risco ecoldgico e nivel de poluicédo de sedimentos
3.3.3.2.1 Concentracao de elementos potencialmente tdxicos em sedimentos

A avaliacdo da qualidade do sedimento foi realizada comparando as concentracdes de
PTEs com os valores padrdes TEL e PEL de SQGs de agua doce. Os resultados obtidos (Tabela
4A na se¢do apéndice) mostram que as concentracdes de Cr na estacdo 6 e Cu nas estagdes 1 e
2 foram as unicas abaixo dos respectivos valores de TEL, ndo implicando em efeitos adversos
ao meio ambiente causados por esses PTEs. Por outro lado, a maioria das estacdes de coleta
(57,1% a 85,7%) apresentou concentracdes de Ni, Cr e Cu entre os valores de TEL e PEL,
sugerindo que a maior parte da area de estudo possui probabilidade moderada de efeitos
adversos na biota. Os locais 4, 5 e 7 foram o0s Unicos a apresentar altas possibilidades de
detrimento do bioma associado as espécies de Ni, uma vez que suas concentracdes foram

superiores ao nivel de efeito provavel (PEL Ni > 36,00 mg kg™l).

3.3.3.2.2 indices simples

Os niveis de poluicdo dos sedimentos relacionados as espécies quimicas de forma
independente foram avaliados por meio de indices simples. Os valores de CF, lgo € EF obtidos
para o sedimento estdo resumidos na Figura 22. A faixa de valores de CF para cada espécie
quimica foi: Cr (33,27 a 56,84), Cu (2,83 a 30,91), Fe (3,60 a 9,64) e Ni (1,25 a 3,13). Esses
resultados sugerem que o sedimento esta extremamente poluido por espécies de Cr em todos 0s
locais inspecionados. Os fatores de contaminacdo associados ao Cu variam consideravelmente
na area estudada, apresentando um nivel de poluicdo extremo nas estacdes de coleta no Rio
Tieté (estacdes 5, 6 e 7) e contamina¢bes moderadas ou forte no Rio Piracicaba (estagdes 1, 2
e 3). As concentracbes de Fe quantificadas nas amostras deste estudo séo 3,60 a 9,64 vezes
maiores do que as coletadas por BRAMORSKI (2004) 15 anos atrds. Como resultado, as

estacdes 1, 3 e 7 exibem extrema interferéncia antropogénica, enquanto os outros locais
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apresentam alta polui¢do por Fe (5,66 > CF > 3,60). Por outro lado, a contaminagao por Ni em
todos os pontos de amostragem foi moderada, com excec¢éo da estacédo 1 cujo valor de CF (3,13)

indica uma alta contaminagéo por Ni.

Figura 22 — Boxplot de CF, Igeo e EF no sedimento. As caixas (box) representam os percentis
25, 50 (mediana) e 75, enquanto as hastes (bigodes ou whiskers) indicam os valores minimo e

maximo. Valores médios (e).
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Fonte: Autoria propria.

Os valores lgeo calculados para todos os PTEs medidos mostraram as mesmas tendéncias
identificadas pelo indice de fator de contaminacdo, mas com niveis de contaminacdo mais
suaves na maioria dos casos. Os valores de lgeo entre 4,47 e 5,24 encontrados para Cr reforgam
a interferéncia de atividades humanas altas a extremas em toda a &rea de estudo. Uma
contaminagdo forte a extrema por Cu (lgeo = 4,36) foi observada na estacdo 5, enquanto as
estacOes 6 e 7 exibiram forte poluicdo. Diferentemente, as demais estacdes apresentam
contaminagdo moderada ou de baixa a moderada (3> lgeo > 1). Da mesma forma que o CF, o

indice lgeo Sugere que as estacdes 1, 3 e 7 tiveram uma maior poluigéo por Fe. Por outro lado, a
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contaminacgdo por Ni € moderada apenas na estagdo 1 (lgeo = 1,06), enquanto em outros pontos
de amostragem é de baixa a moderada ou mesmo insignificante (estacéo 6).

Os valores de EF mostraram alto fator de enriquecimento (10 < EF <25) de Cr no
sedimento da estacdo 5 de, enquanto as demais apresentaram enriquecimento de moderado a
forte ou moderado (estacdo 3). Para o Cu, foi observada contaminacdo significativa dos
sedimentos apenas no Rio Tieté (estacdes 5, 6 e 7), com niveis de moderado a forte, moderado
e de baixo a moderado, respectivamente. Nenhum EF (EF <1,5) foi observado para a espécie
quimica de Cu no Rio Piracicaba (estacdes 1, 2 e 3) e na confluéncia (estacdo 4) e para a espécie
quimica de Ni em ambos os rios (todas estacdes). De acordo com Rocha et al. (2015), EF <1,5
sugere que as concentracbes de PTEs sdo inteiramente derivadas de origens naturais ou
intemperismo crustal.

Os valores de EF para Cu e Ni nédo estdo de acordo com os resultados de CF e lgeo. O
indice EF leva em consideracdo a variacdo da concentracdo do elemento de referéncia (Fe) em
seus calculos (KESHAVARZI; KUMAR, 2019). Essa estratégia permite identificar se as
concentragdes de PTEs no sedimento sdo derivadas de fontes naturais ou antropogénicas
(FAVARO et al., 2018). Como mencionado anteriormente, a concentracdo de Fe aumentou
consideravelmente desde 2002, sugerindo que uma parte significativa do aumento nas
concentragdes de Cr, Cu e Ni pode estar associada a fontes naturais, como intemperismo crustal.
Mortatti et al. (2013) quantificaram a concentracdo de Ni em sedimentos coletados antes do
reservatorio de Barra Bonito do Rio Tieté e relacionaram 0 aumento da concentracdo de Ni com
0s Oxidos de Fe e Mn e a fase geoquimica residual ou litogénica. Em outro trabalho, Mortatti,
Moraes e Probst (2012) verificaram contribuicbes antrépicas significativas para as
concentragdes de Cu e Cr nos sedimentos tambem coletados préximo ao reservatorio de Barra
Bonito (Rio Tieté). Esses autores sugeriram ainda que as fontes mais provaveis de
contaminagdo por Cu podem ser efluentes industriais ou 0 uso de CuSOa para controlar a
proliferacdo de algas em reservatdrios de usinas hidrelétricas, enquanto as fontes de Cr sdo

predominantemente de agroquimicos.

3.3.3.2.3 Indices combinados

Os niveis de contaminacdo total do sedimento e seus riscos ecologicos interligados para
todas as estacdes de coleta foram avaliados usando os indices combinados, cujos resultados sdo
mostrados na Figura 23 e Tabela 5A na se¢do apéndice. A avaliacdo geral da area de estudo foi
obtida com base nos valores médios dos valores de PLI (8,44), mCq (16,35), IPIt (1,68), PERI
(159), TRI (3,82) e m-PEL-q (0,61). Esses resultados indicaram um nivel de poluicdo de forte
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a extremo considerando as concentragdes regionais de fundo, moderada interferéncia

antropogénica considerando os valores limites estipulados pelo BRASIL (2012) e riscos

ecoldgicos insignificantes/baixos usando valores TEL e PEL nacionais e internacionais.

Figura 23 — Intervalos dos valores dos indices combinados (PLI, mCq, IPITh, PERI, TRI € m-
PEL-q) em cada ponto de amostragem.

a) PLI b) mCu
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® TRI<5 O 10>TRI>5 @ 15>TRI>10 © 150 >m-PEL-q>011 @ 2.30>m-PELq> 151

Fonte: Autoria propria.
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Mais especificamente, estacOes 1, 2 e 3 (Rio Piracicaba), 6 (Rio Tieté) e 4 (confluéncia)
apresentaram alta interferéncia antropica quando comparadas as concentracdes de PTEs de
2002 ¢ 2017 (15,73 >mCq > 12,22). As estacdes 5 e 7, localizados no Rio Tieté, apresentaram
0s maiores niveis de contaminacdo da area estudada (PLI = 12,53 e 11,06, respectivamente),
exibindo niveis de poluigdo fortes a extremos.

Por outro lado, ao se considerar os valores limites de concentragdo definidos pela
legislacdo brasileira, o sedimento parece ser um pouco menos afetado pelas atividades
antropogeénicas da regido. Diferentemente da analise mCyq, 0 IPl4 indicou interferéncia humana
moderada nas estacoes 1, 2, 3,4 ¢ 6 (1,63 > IPIth > 0,97). Embora a esta¢do 2 tenha um valor
IP1mh classificavel como baixo, este valor (0,97) estd muito préximo da fronteira de classificacdo
moderada (IPlth > 1,00). Mesmo utilizando os limites nacionais, as estagcdes 5 e 7 apresentaram
altos graus de poluigcdo com valores de IPlt de 2,82 e 2,38, respectivamente.

A avaliacdo de risco ecologico revelou uma divergéncia entre o risco ecoldgico
calculado pelo PERI, que usa valores de fundo regionais, e TRI, que usa valores nacionais de
TEL e PEL. A avaliacdo realizada pelo indice de risco ecologico potencial mostrou que as
amostras coletadas no Rio Piracicaba (estacdes 1, 2 e 3) e na regido de confluéncia (estacédo 4)
apresentaram baixo risco ecoldgico (125,61 > PERI > 101,63), enquanto no Rio Tieté sdo
moderados. Por outro lado, os riscos para a flora e a fauna obtidos pelo TRI sdo despreziveis
(TRI <5) para as estacOes 1, 2, 3 e 4 e 6 e baixos para as estacdes 5 e 7 (TRl = 6,41 e 5,38,
respectivamente). Finalmente, os valores de m-PEL-q calculados ficaram na faixa de 0,11 a
1,50 para todas as esta¢des, indicando uma probabilidade baixa (25%) do sedimento ser toxico
e reforcando os baixos riscos ecoldgicos encontrados em toda a regido estudada.

Em geral, os niveis de poluicdo aumentam na ordem estacdo 2 <4 <6 <1 <3 <7 <5,
enquanto os riscos ecologicos aumentam na ordem estacdo 2 <1 <3 <6 <4 <7 <5. Esses
resultados mostram um maior nivel de contaminacdo do Rio Tieté em relacdo ao Rio Piracicaba,
0 que pode ser explicado pelo primeiro atravessar a cidade de Sdo Paulo e receber suas grandes

quantidades e diferentes tipos de efluentes (industriais, domésticos, hospitalares, entre outros).

3.4 Consideracdes parcial

Os parametros que influenciam a analise qualitativa multielementar de uma amostra de
sedimento do Rio Piracicaba por SP LIBS (lasers de 1064 nm e 532 nm) foram otimizados
usando um DCC para cada sistema, preservando a vantagem de ser uma técnica multielementar.
No dominio experimental avaliado para as variaveis, a energia do laser (LE) teve pouca ou

nenhuma influéncia na relagdo S/N dos elementos estudados, utilizando ambos os sistemas SP
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LIBS. Independentemente do sistema, os valores méximos de pulsos acumulados (AP) e janela
de integracdo (GW) maximizaram as respostas para a maioria dos elementos afetados por esses
fatores. No entanto, para SP LIBS com laser de 1064 nm, o uso do tempo de atraso (DT) em
seu valor mais baixo maximizou a relacdo S/N para a maioria dos elementos, enquanto para SP
LIBS com laser de 532 nm, o maior valor deste fator maximizou a resposta para a maioria dos
elementos.

O planejamento fatorial fracionado 252 para DP LIBS mostrou que a sequéncia de laser
de 532-1064 nm forneceu um melhor desempenho, portanto, esse sistema foi otimizado usando
um DCC. De acordo com os resultados obtidos pelo planejamento fatorial fracionado 252 com
a sequéncia de laser de 532-1064 nm, os fatores GW, tempo de atraso entre os pulsos (ID) e
DT tiveram os maiores efeitos na relagdo S/N, por isso, eles foram selecionados para refinar as
condicdes ideais. Ao contrario de SP LIBS, a resposta foi maximizada no valor de GW mais
baixo. O DT otimizado para DP LIBS foi o mesmo para SP LIBS com o laser de 1064 nm. Para
os elementos afetados pelo 1D, a maioria apresentou resposta maxima com o menor valor do
ID.

O DOE permitiu descrever os efeitos combinados dos fatores na resposta utilizando um
menor nimero de experimentos e, assim, economizando tempo e custos, quando comparados a
otimizacdo de um fator por vez. O DCC combinado com a técnica LIBS mostrou ser uma
excelente ferramenta para otimizar os parametros que afetam a analise LIBS, e o planejamento
fatorial fracionado se mostrou muito eficiente para triagem e decisdo sobre quais fatores
merecem um estudo mais aprofundado.

As técnicas SP LIBS com laser 1064 nm e DP LIBS com a sequéncia de lasers 532-
1064 nm provaram ser ferramentas com potenciais para determinar TP em sedimentos de rios.
Os métodos desenvolvidos apresentam forte correlacdo (> 0,91) com os valores de referéncia,
utilizando calibracéo linear univariada. O método desenvolvido usando DP LIBS 1064-532 nm
é mais sensivel, mas o método usando SP LIBS 1064 nm também demonstrou sensibilidade
suficiente para determinacdo de TP em sedimentos de rios eutrofizados. Os métodos
desenvolvidos tém potencial para serem utilizados por érgdos responsaveis pela preservacéo e
restauracdo da qualidade dos ecossistemas aquaticos por meio do monitoramento do teor de TP
nos sedimentos desses ambientes. Considerando um elevado nimero de pontos amostrados, a
técnica LIBS pode ser implementada, pois elimina o uso de reagentes para o preparo da amostra,
reduz o tempo e o custo da analise e ndo ha geracdo de residuos quimicos. Portanto, propomos

a utilizacdo de técnicas LIBS para monitoramento de grandes areas de rios, a fim de auxiliar no
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desenvolvimento de tecnologias para tomada decisdes para evitar a entrada de P em corpos
d'adgua e para remediacdo desses ecossistemas.

A concentracdo de P determinada por ICP OES (valores de referéncia) foram
concordantes com os resultados obtidos por SP e DP LIBS ao nivel de confianca de 95% (teste
t pareado). De acordo com esses resultados, observa-se uma diferenca significativa no teor de
TP dos testemunhos de sedimentos dos Rios Piracicaba e Tieté. A variabilidade do TP na
distribuicdo vertical é maior no Rio Piracicaba do que no Rio Tieté. Esses resultados sugerem
que a matéria intensamente suspensa transportada pelo Rio Tieté era homogénea, enquanto no
Rio Piracicaba ela estd aumentando das camadas mais profundas para as camadas mais
superficiais.

Foi possivel desenvolver modelos de calibragdo para Cr e Cu empregando a calibragdo
por compatibilizacdo de matriz (CM) e para Cu e Ni empregando a padronizacdo interna (PI).
Para ambas as estratégias de calibragdo, CM e PI, a regressdo inversa apresentou o menor
RMSEV. Alem disso, a maioria das amostras dos conjuntos de validacdo apresentaram
melhores valores de recuperacgéo (entre 80% e 120%) nos modelos inversos.

Com os resultados obtidos das concentracfes de Cr, Cu e Ni por DP LIBS e Fe
(elemento de referéncia) por ICP OES foi possivel fazer uma avaliacdo de risco ecoldgico
completa dos sedimentos estudados. Visto que para os calculos dos indices que precisam de
valores de referéncia regionais foram usados os valores obtidos por BRAMORSKI (2004), a
qual coletou amostras de sedimentos ha 15 anos nos mesmos pontos coletados para este estudo.
Dessa forma, foi possivel avaliar o nivel de poluicdo nessa regido em relagdo ao tempo. Além
disso, com os valores das concentracdes de Fe das amostras de sedimentos, foram calculados
indices que permitiram distinguir se 0 aumento da concentracdo dos PTEs foi por causas

naturais ou antropogénicas.
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CAPITULO 4 - ANALISE MOLECULAR DA MATERIA ORGANICA E DA
CLOROFILA A DOS SEDIMENTOS POR TECNICAS BASEADAS EM
FLUORESCENCIA

4.1 Revisao bibliogréafica

4.1.1 Matéria organica em sedimentos

Os sedimentos consistem no acimulo de particulas com diferentes propriedades fisicas
e quimicas que sdo compostas por materiais inorganicos e organicos. Essas particulas sdo
transportadas por agua, ar, erosao e processos de intemperismo e distribuidas ao longo dos rios
(MURDOCH; MACKNIGHT, 1991; SCHORER; EISELE, 1997). Os sedimentos s&o
biogeoquimicamente ativos devido a elevada presenca microbiana e & entrada continua de
substancias orgéanicas e inorganicas (HE et al., 2019; KUMWIMBA et al., 2017).

A MO dos sedimentos pode se originar de fontes externas (aléctones) ou do proprio
ecossistema aquatico (autdctones) (BRAILSFORD et al., 2019; KINDLER et al., 2011). Os
rios séo responsaveis em parte pela transferéncia de carbono (C) entre a biosfera terrestre e 0s
oceanos, onde este elemento é transformado e armazenado (COLE et al., 2007). O material
organico resistente a acdo microbiana e quaisquer produtos remanescentes de sua atividade sao
depositados no fundo dos rios, junto com os sedimentos terrestres (BURDIGE, 2007;
HENRICHS, 1992). Nos sedimentos, 0s microrganismos consomem ou decompdem particulas
organicas, reduzindo assim a massa da MO (BLOESCH, 2009). A MO é entdo mineralizada,
alterada ou preservada durante a diagénese inicial, a qual registra o historico de entrada
(ENGEL; MACKO, 2013). Durante este processo, 0 consumo de oxigénio e de outros oxidantes
(NOs~, Mn(1V), Fe(lll), SO+ e até a propria MO) da superficie em direcdo a profundidade do
sedimento torna o ambiente ainda mais redutor, acumulando e fixando os metais de forma
reduzida, assim formando um arquivo temporal, caso 0 sedimento ndo seja mecanicamente
perturbado.

A mobilizacdo e a qualidade dos sedimentos sdo parcialmente afetadas por acbes
antropicas que causam grandes alteracbes no ambiente aquatico (BLOESCH, 2009). A carga
excessiva de nutrientes leva a eutrofizacdo dos rios, que € um processo de aumento da carga de
MO em um ecossistema aquatico (NIXON, 1995). Em areas com alta densidade populacional,
as principais fontes de nutrientes sdo despejo de esgoto doméstico, efluente industrial e agua
drenada de areas agricolas (KUBO; KANDA, 2020; SMITH; ESPINDOLA; ROCHA, 2014).
Sedimentos com alto teor de MO favorecem atividade de microrganismos aerébicos, causando
0 consumo de oxigénio dos corpos aquaticos, sendo prejudicial a vida aquatica (animais e
plantas) (DUARTE, 1995).
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No cenario atual de escassez de recursos hidricos, tanto em qualidade quanto em
quantidade disponivel para uso, € urgente a recuperacao dos corpos d'dgua. Uma maneira de se
fazer isso é se concentrar no uso de ferramentas para avaliar a qualidade da MO em sedimentos
a fim de monitorar a satide dos sistemas aquaticos e assim tomar medidas para a implementacéo
de acdes. A MO é uma pequena fracdo de massa do sedimento em comparacdo com a fragéo
inorganica. A extracdo é realizada no intuito de separa-la da fracdo inorgéanica para obter
informacgdes sobre sua origem e qualidade, que quando analisadas diretamente ndo sao
possiveis, principalmente devido a presenca de ferro e aluminio interferentes em analises como
fluorescéncia molecular, ressondncia magnética nuclear e ressonancia paramagnética
eletronica. Para isso, agua ou diferentes extratores tém demonstrado potencial para determinar
a qualidade e a origem da MO em sedimentos (BRYM et al., 2014; FUNKEY; CONLEY;
STEDMON, 2019). O meio aquoso neutro permite a extracdo de substancias polares de baixo
peso molecular, que sdo livres da fragdo mineral dos sedimentos. A extracdo alcalina favorece
a extracdo de substancias mais polares ou reativas, permitindo inclusive a extracdo de
substancias ligadas a minerais (OLK et al., 2019). Sendo assim, as fracdes livres, polares e
reativas em meio aquoso e alcalino sdo extraidas, restando somente uma fracdo organica
insoluvel, hidrofobica, associada fortemente aos minerais. Esta fracdo pode ser considerada
uma MO mais inerte ou menos reativa, que dificilmente influenciara os processos quimicos de
reatividade no sedimento (GUIGUE et al., 2014; MULLER et al., 2014; OLK et al., 2019).

A determinacdo das relacdes molares de C e N, razdo C/N, podem ser Uteis para
identificar o tipo e as vezes a origem da MO (BURONE; MUNIZ; PIRES-VANIN, 2003;
MEYERS, 1994), ao passo que determinar as propriedades oOpticas da MO presente nos
sedimentos também é uma maneira rapida e eficiente de avaliar a qualidade dos recursos

hidricos e obter informacdes sobre as atividades antropicas (DU et al., 2021).

4.1.2 Clorofila a como indicador de eutrofizacéo

A Chl-a ¢ utilizada como indicador para avaliar a producdo primaria, que consiste na
sintese de MO por um organismo autotréfico a partir de nutrientes, principalmente N e P
(CASTILLO, 2020; SZYMCZAK-ZYLA; KOWALEWSKA; LOUDA, 2011). O aumento da
concentracdo de nutrientes nos corpos aquaticos, sejam de formas naturais ou antropogénicas,
aumentam a producdo primaria, proporcionando a ocorréncia do fenébmeno de eutrofizacéo,
levando a efeitos ambientais negativos (GHAI et al., 2012; KOWALEWSKA, 2005). A
resiliéncia da Chl-a em sedimentos de rios eutrofizados esta principalmente relacionada a
ambientes anoxicos (VILLANUEVA; HASTINGS, 2000). A quantificacdo de Chl-a em
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amostras de sedimentos é comumente feita através da sua extracdo com acetona e determinacao
por espectrofotometria UV-Vis (SANCHINI; GROSJEAN, 2020). Além disso, sdo reportados
na literatura a determinacdo de Chl-a através da espectroscopia de reflectancia no visivel
(RYDBERG et al., 2020) e da cromatografia (BOON; DUINEVELD, 1998; KOWALEWSKA,
2005; SZYMCZAK-ZYLA; KOWALEWSKA; LOUDA, 2011; VILLANUEVA; HASTINGS,
2000).

4.1.3 Luminescéncia

A luminescéncia ¢ um fendmeno de emissao de luz por uma substancia e ocorre a partir
de estados eletronicamente excitados (LAKOWICZ, 2013). Esse fenémeno é subdividido em
quatro categorias: (i) quimiluminescéncia: uma reacdo quimica fornece energia a molécula
eletronicamente excitada, a qual emite luz ao retornar para um estado de menor energia
(PIETRZYK; FRANK, 1979), quando a quimiluminescéncia é produzida por organismos vivos
é denominada bioluminescéncia; (ii) termoluminescéncia: é a emissdo de luz causada pelo
aquecimento moderado de um material previamente exposto a radiacdo ionizante, geralmente
ocorre abaixo da incandescéncia (CAPELLETT]I, 2005); (iii) eletroluminescéncia: € a geragéo
de luz ndo térmica pelo uso de um campo elétrico (DONOFRIO, 2005) e (iv)
fotoluminescéncia: € um processo no qual uma molécula absorve um féton na regido visivel,
excitando um de seus elétrons a um estado de excitacdo eletronica superior, e entdo irradia um
foton quando o elétron retorna a um estado de energia inferior (HERMAN, 1996).

Dependendo da natureza do estado excitado, a fotoluminescéncia é dividida em dois
processos: fluorescéncia e fosforescéncia. A Figura 24 mostra o diagrama de Jablonski, o qual
descreve os processos envolvendo a fluorescéncia e a fosforescéncia (LAKOWICZ, 2013). A
fluorescéncia € o processo de decaimento radiativo que ocorre a partir do estado excitado de
mais baixa energia (S*1) apos rapida relaxacéo energética através de estados vibracionais. Na
fluorescéncia h& emissdo de luz répida a partir de um estado excitado singleto, isso acontece
quando a transicdo entre os estados superior e inferior € permitida, ou seja, o elétron é excitado
e ndo muda sua orientacdo de spin, continuando desemparelhado (S*1—So) (Figura 24)
(HERMAN, 1996). Nesse processo, um material absorve luz em um comprimento de onda curto
e de alta energia e emite luz em um comprimento de onda de energia inferior, geralmente
visivel. A fluorescéncia normalmente ocorre a partir de moléculas contendo &tomos com pares
de elétrons isolados como O- e N ou sistemas insaturados conjugados aromaticos e/ou alifaticos
com um alto grau de ressonancia, ou seja, com deslocalizagdo de elétrons, que sdo denominados

de fluordforos. Por isso, as técnicas baseadas na fluorescéncia séo tdo usadas na caracterizagdo
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na MO (SENESI et al., 1991). A fosforescéncia € uma emissao relativamente lenta a partir de
um estado excitado tripleto (T*1) que ocorre quando a transicdo entre os dois estados €
quanticamente proibida, ou seja, o elétron excitado muda a orientacdo de spin ficando
emparelhado com o elétron que permaneceu no orbital de menor energia (uma transicdo entre
estados de diferentes multiplicidades de spin), como acontece entre os estados de tripleto de
spin e singleto (T*1 — So) (Figura 24) (HERMAN, 1996).

Figura 24 — Diagrama de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de Lakowicz (2013).

4.1.4 Espectroscopia de fluorescéncia convencional

Os fluorimetros permitem registrar espectros de excitacdo e emissao (ZWINKELS;
DEROSE; LELAND, 2014). Um espectro de excitacdo € medido fixando um comprimento de
emissdo no detector, geralmente o pico de emissdo do analito. Enquanto, um espectro de
emissdo é a distribuicdo de comprimento de onda de uma emissdao medida em um Unico
comprimento de onda de excitacdo. Na Figura 25 é mostrado um esquema geral da configuracéo
de um fluorimetro. Ele é composto por uma fonte de excitacdo, que geralmente é uma lampada
de Xe devido a sua alta intensidade em todos os comprimentos de onda que variam de 250-700
nm. A selecdo dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo é feita por meio de dois
monocromadores, um monocromador de excitacdo e outro de emissao, respectivamente. No
meio do caminho do feixe de excitacdo ha um divisor de feixes que reflete parte da luz para a

amostra e outra parte para a célula de referéncia que mede a intensidade de excitagdo. Os filtros
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Opticos de excitacdo e emissdo removem comprimentos de onda indesejados no feixe de
excitacdo e a luz espalhada do canal de emissdo, respectivamente. A fluorescéncia emitida (Ir)
é detectada com tubos fotomultiplicadores, normalizada a intensidade de referéncia (lo) e
quantificada com os dispositivos eletronicos apropriados (LAKOWICZ, 2013; ZWINKELS;
DEROSE; LELAND, 2014).

Figura 25 — Esquema geral da configuracdo de um fluorimetro.
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As intensidades de fluorescéncia, em solucGes diluidas, sdo proporcionais a

concentracdo em uma faixa limitada de densidades opticas (Equacéo 6).
Ir(Agx, Apm) = Io(Agx)- K.y (Agy). - €(Agx). C. 1 (6)

Com K constante de aparelho, I,(Agx) a intensidade de excitacdo, y(Azy) a
probabilidade de emissdo (espectro de emissdo), @o rendimento quéantico, e(Agx) 0 coeficiente
de absor¢do (mol™ cm™ L), I o caminho 6ptico (cm) e C a concentragéo (mol L?).

Em altas concentrac@es, alguns fluor6foros podem ser obscurecidos por dois fendbmenos
de absorcdo chamados de efeitos de filtro interno (MOBED et al., 1996; TUCKER; AMSZI;
ACREE, 1992). O primeiro, denominado efeito de filtro interno primério, é uma atenuacédo do

feixe de excitacdo antes de atingir a regido de interrogacao, devido a absorcéo pelos fluoréforos
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na solucdo. O segundo fenémeno, o efeito de filtro interno secundério, resulta da absorcao da
radiacdo fluorescente emitida por outros fluor6foros em solugédo. Esses efeitos podem diminuir
a intensidade da excitagdo no ponto de observacdo ou diminuir a fluorescéncia observada por
absorcdo da fluorescéncia (MOBED et al., 1996). A importancia relativa de cada processo
depende das densidades dpticas da amostra nos comprimentos de onda de excitacdo e emissao.
Como resultado desses efeitos, a forma dos espectros de fluorescéncia pode ser distorcida,
causando a ndo-linearidade em curvas de calibragdo em fluorescéncia e levando a interpretacoes
erroneas (TUCKER; AMSZI; ACREE, 1992). Para reduzir os efeitos de filtro interno pode-se
utilizar dois métodos: a diluicdo da amostra (ZEPP; SHELDON; MORAN, 2004) ou correcGes
matematicas dos espectros (KOTHAWALA et al., 2013).

4.1.4.1 Fluorescéncia no modo matriz excitacdo-emissao

A fluorescéncia no modo matriz excitacdo-emissdo (EEM) é uma medida especifica no
campo da espectroscopia de fluorescéncia. Para obtencdo dos espectros nessa modalidade é
feita uma varredura tridimensional que resulta em um grafico de contorno de comprimento de
onda de excitacdo versus comprimento de onda de emissao versus intensidade de fluorescéncia.
A EEM representa o mapa das dupla IF(Aex, Aem). Para a sua aquisicao, € possivel juntar numa
matriz varios espectros de emissao feitos por diferentes comprimentos de onda de excitacao,
varios espectros de excitacdo feitos por diferentes comprimentos de onda de emissdo e o
fluorimetro o permite medir intensidade de emissdo de fluorescéncia por cada dupla IF(Aex,
Aem) (ZWINKELS; DEROSE; LELAND, 2014). A EEM é bastante utilizada para acessar as
informacdes composicionais da MO dos sistemas aquaticos, com o intuito de avaliar as fragdes
florescentes que a compde e inferir 0s processos responsaveis de sua formacdo, naturais ou
antropogénicos (MCKNIGHT et al., 2001).

Cada EEM representa a fluorescéncia total de um nimero desconhecido de fluoréforos
que em condic@es ideais fluorescem independentemente de acordo com a lei de Beer-Lambert,
mas em condic¢Bes ndo ideais podem interagir (BOGUTA; PIECZYWEK; SOKOLOWSKA,
2016; MURPHY et al., 2014). A decomposi¢do matematica de conjuntos de dados EEM usando
PARAFAC reduz o conjunto de dados EEM em um pequeno numero de gréficos de contorno,
denominados componentes fluorescentes, cada uma com um espectro de excitacdo e emissdo
caracteristicos (Figura 26) (MURPHY et al., 2013). A soma das componentes fluorescentes de
cada amostra reconstréi o espectro EEM. (MURPHY et al., 2014; MURPHY; BRO;
STEDMON, 2014).
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Figura 26 — Conjunto de dados EEM decompostos em trés componentes fluorescentes usando
PARAFAC.
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Fonte: Adaptado de Murphy et al. (2013).

O numero de componentes fluorescentes em um modelo PARAFAC é definido pelo
diagnostico de consisténcia de niucleo (CORCONDIA, do inglés core consistency diagnostic)
(BRO; KIERS, 2003). Um valor do CORCONDIA elevado, préximo de 100%, resulta em um
menor nimero de componentes fluorescentes. Conforme se amplia a possibilidade de obter
mais componentes fluorescentes 0 CORCONDIA diminui e implica em um risco dos

componentes fluorescentes determinados ndo estarem presentes em todas as amostras.
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4.1.4.2 Supresséo de fluorescéncia

A intensidade de fluorescéncia pode ser diminuida ou eliminada devido as interacfes da
espécie fluorescente com outras espécies quimicas que aumentam a probabilidade do
decaimento do estado excitado por vias ndo radiativas (LAKOWICZ, 2013). Esse fenbmeno €
denominado supressdo de fluorescéncia e pode ser estatico ou dindmico. A supressao estatica
envolve um processo de equilibrio de complexacdo no qual os complexos fluorescentes do
fluor6foro, no estado fundamental, reagem com um inibidor para formar complexos nao
fluorescentes do fluoréforo. A eficiéncia da supressao estatica depende da taxa de formacao das
espécies ndo fluorescentes e pela concentracdo do inibidor (MANCIULEA; BAKER; LEAD,
2009). A supressdo dindmica € um processo colisional, na qual o complexo fluorescente do
fluoroforo e o inibidor, que pode ser um metal, entram em contato durante o tempo de vida do
estado excitado e envolve a transferéncia de energia. A eficiéncia da supressdo dinamica
depende da viscosidade da solucdo, da vida util do estado excitado, do complexo fluorescente,
do fluoroforo e da concentracgdo do inibidor (MANCIULEA; BAKER; LEAD, 2009).

A ligacdo metal-ligante tem grande importancia biogeoquimica, visto que a MO interage
com os metais do ambiente, principalmente por meio da complexacgdo. Os PTEs, como Cu, Cr,
Ni, Cd, Hg, Pb, entre outros, sdéo complexados pela MO. O Cu é um micronutriente essencial
para o crescimento e desenvolvimento de todas as plantas e animais aquaticos, no entanto, em
excesso pode se tornar toxico (YRUELA, 2005). A complexacdo do metal com ligantes
organicos pode amenizar a toxicidade do metal devido a diminuicdo da concentracdo do metal
livre (BOYD etal., 2005) e/ou aumentar a solubilidade do metal na agua (LIU, X.; MILLERO,
2002). A formacéo de complexos de metal com ligantes organicos afeta a fluorescéncia da MO
devido a supressdo estatica. A supressdo dinamica nao é tao significativa para concentragdes de
metais muito diluidas, porém o aumento da temperatura pode aumentar a importancia desse
fendbmeno (OSBURN; DEL VECCHIO; BOYD, 2014).

Por meio da titulacdo de supressao de fluorescéncia, o modelo de equilibrio 1:1 proposto
por Ryan e Weber (1982) permite calcular a constante de estabilidade condicional (Kmc), que
é a forca da interacdo metal-ligante, para complexos metal-ligante organico como mostrado na
Equacéo 7:

M+L %S ML
(")
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onde, M é o metal livre, L é o ligante (sitio de complexac&o livre) e ML é o complexo formado.

Em um determinado pH, a KwmL pode ser apresentada de acordo com a Equacgéo 8:

[ML]

Ko =TT+ 1] ®)

onde, [ML] é a concentracdo do complexo formado (mol L), [M] é a concentracdo do metal
livre (mol L) e [L] é a concentracdo do ligante (mol L!). Os balancos de massa do metal e do

ligante podem ser descritos de acordo com as equagdes 9 e 10, respectivamente:

Cy = [ML] + [M] 9)

C, = [ML] + [L] (10)

onde, Cwm é a concentragdo de metal total em mol L™ e C. é e a concentragdo total de sitios
ligantes em mol L. A capacidade de complexacdo (CC em pmol de sitios mg™ C), que € a
quantidade de sitios capazes de participar da interacdo metal-ligante por carbono, pode ser
calculada empregando a razdo C. (umol de sitios L) e o teor de C correspondente a cada

amostra (mg™* C LY).

4.1.5 Espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser

O termo espectroscopia de fluorescéncia ou espectroscopia de fluorescéncia
convencional é utilizado para indicar que a fonte de excita¢do ¢ uma lampada. Quando a fonte
de excitacdo é um laser, o termo utilizado é espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser
(LIFS). A técnica LIFS apresenta uma melhor relacdo sinal ruido porque os lasers de diodo
emitem radiacdo monocromatica, de alta intensidade, direcional e oscilacdo do campo
magnético bem definido, além disso, estdo disponiveis com comprimentos de onda variando de
405 a 1500 nm e a saida é facilmente focalizada e manipulada e pode ser pulsada ou modulada
em até varios GHz (LAKOWICZ, 2013; MILORI et al., 2014).
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A técnica LIFS tem sido usada para avaliar a qualidade da MO do solo por meio do
espectro de emisséo, que tem mostrado relacéo direta com a aromaticidade da MO (MILORI et
al., 2006; TADINI et al., 2018, 2021). O fenémeno de fluorescéncia ocorre em sistemas que
permitem a transi¢do de elétrons n ou m para orbitais ©*, como 0s de sistemas aromaticos
(SENESI et al., 1991), cujo a intensidade do espectro esta relacionada ao numero de espécies
excitadas. O sistema LIFS comumente empregado para analise de MO do solo, representado na
Figura 27, € constituido por um laser de diodo continuo na regido azul para excitar o0s
fluoréforos presentes nas amostras; uma sonda contendo um sistema de fibras Opticas: seis
fibras para direcionar o feixe de laser para a superficie da amostra (fibras dpticas de excitacao)
e uma fibra central para coletar a emisséo de fluorescéncia das espécies excitadas (fibra 6ptica
para coletar a emissdo); um acoplador de fibra Optica; um filtro de excitacdo; uma fibra dptica
bifurcada; espectrémetro; e um computador (MILORI et al., 2006; TIVET et al., 2013).

Figura 27 — Esquema geral de um sistema LIFS.
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Fonte: Autoria propria.

4.1.6 Microscopia confocal de varredura a laser

A microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) é uma técnica que tem sido
aplicada nos Gltimos anos para obter imagens de fluorescéncia de amostras com alta resolucédo
espacial e espectro de emissdo de fluorescéncia para cada pixel da imagem (LOREN;
LANGTON; HERMANSSON, 2007). A CLSM pode fornecer informagdes relevantes sobre a
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concentracdo e a distribuicdo espacial dos fluoréforos em uma amostra (COLETTA et al.,
2013).

Um microscopio de fluorescéncia é um microscopio convencional com lentes
convergentes e iluminacdo monocromatica apropriada para excitar os fluoréforos presentes na
amostra. Quando um pinhole € posicionado antes do detector hd somente a passagem de luz
provinda do ponto focal das lentes, entdo o microscopio de fluorescéncia é chamado de
microscépio confocal. Este tipo de microscépio utiliza filtros 6pticos para adquirir apenas a luz
emitida pela espécie de interesse para formar a imagem de fluorescéncia da amostra e essa
fluorescéncia é normalmente captado na geometria de reflectancia. Esses microscopios sao
chamados de invertidos quando a amostra é iluminada por baixo e de direita quando é iluminado
por cima. Na CLSM, a luz proveniente do laser é direcionada para a amostra através de espelhos
de varredura e lentes. Quando o feixe de laser atinge a amostra, é gerada a fluorescéncia, a qual
é coletada pelo mesmo caminho da luz de excitacdo passando ainda por filtros Opticos para
excluir a reflexdo do laser e pelo pinhole para excluir a fluorescéncia proveniente de fora do
ponto focal (PAWLEY, 2006).

4.2 Avaliacdo da matéria organica por EEM e supressao de fluorescéncia
4.2.1 Procedimento experimental
4.2.1.1 Analise Elementar

O teor de carbono total (TC, do inglés total carbon) das amostras de sedimento foi
avaliado usando o método de combustéo a seco. Para isso, 20 mg das amostras de sedimentos
previamente homogeneizadas como descrito na secdo 2.2 foram pesadas com precisao
diretamente nas capsulas de estanho. O padréo usado na analise foi o acido aspartico, e 0 método
foi validado usando um material de referéncia certificado de solo (Soil Reference Material NC
PN338 40025, ThermoFisher Scientific). Todas as medidas foram realizadas em um analisador
elementar (Flash 2000; ThermoFisher Scientific).

4.2.1.2 Caracterizacdo da matéria organica extraida das amostras de sedimentos
4.2.1.2.1 Extracao

A MO dos sedimentos extraida em meio alcalino foi denominada EOMSed (matéria
organica extraida dos sedimentos). Aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi colocado em
frascos de polipropileno com 45,0 mL de NaOH 0,1 mol L (ThermoFisher Scientific) e agitado
por 24 h em um agitador rotativo (Reax 20, Heidolph) a 10 rpm. Posteriormente as amostras

foram centrifugadas (Sigma 3-18K, Grosseron) a 10.000 rpm por 10 min e filtradas em filtros
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de seringa de 0,45 um (Minisart NML, Sartorius). Além disso, outro método de extragdo foi
conduzido da mesma forma ao descrito anteriormente com 45,0 mL de &gua deionizada
(Ultrapure Water Cell, Starna Ltd) e a MO dos sedimentos extraida em meio aquoso foi
denominada WEOMSed (matéria organica extraida dos sedimentos com agua).

4.2.1.2.2 Determinacdo de carbono organico nao-purgéavel e nitrogénio orgénico total

O carbono orgéanico ndo-purgavel (NPOC, do inglés non-purgeable organic carbon) e
0 nitrogénio orgénico total (TON, do inglés total organic nitrogen) da EOMSed foram
quantificados ap6s diluicdo com &agua ultrapura para se ajustar a curva de calibracdo NPOC
padrdo (maximo 30 mg L de C). Os extratos foram acidificados, verificando que nio tem
precipitados e medidos em um analisador elementar (TOC-V, Shimadzu). As razGes molares
NPOC/TON foram calculadas. O rendimento da extracao foi obtido dividindo a quantidade de
carbono orgénico (OC, do inglés organic carbon) na solugdo extraida em mg (NPOC foi
corrigido pela diluicdo e multiplicado pelo volume de extracdo) pelo teor de C no sedimento
correspondente em mg (TC foi multiplicado pela massa de amostra pesada para a extracao).

4.2.1.2.3 Espectroscopia UV-Vis

As medidas de absorbancia foram realizadas para todas as amostras de EOMSed e
WEOMSed usando um espectrofotdmetro UV-Vis de feixe duplo (UV 1800, Shimadzu) com
uma faixa de comprimento de onda de 200 a 700 nm em uma cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho éptico e uma velocidade de varredura de 300 nm min™. Uma cubeta de referéncia de
NaOH 0.1 mol L?! e &gua deionizada foi usada para medir EOMSed e WEOMSed,
respectivamente. A partir das medidas de absorbancia, foi possivel definir o fator de dilui¢éo
para fluorescéncia. Assim, todas as amostras tiveram a absorbancia ajustada para 0,1 a 254 nm,
permitindo assim suas comparacOes evitando o efeito de filtro interno para a analise de
fluorescéncia (KOTHAWALA et al., 2013). A absorbancia ultravioleta especifica a 254 nm
(SUVA2s4, do inglés specific ultraviolet absorbance at 254 nm) foi calculada dividindo a
absorbancia ultravioleta medida a 254 nm pela concentragdo de NPOC (mg de C L) e o
caminho optico da cubeta (0,01 m) (WEISHAAR et al., 2003).

4.2.1.2.4 Anélise estatistica

O teste t ndo pareado foi usado para determinar qualquer diferenca estatistica entre 0 TC
em sedimentos intactos dos Rios Tieté e Piracicaba e 0 NPOC, o TON, as razGes molares
NPOC/TON e os valores de SUV A4 obtido para a EOMSed dos Rios Tieté e Piracicaba. O
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coeficiente de correlagéo entre as razbes molares NPOC/TON e os valores de SUVAs, foi

calculado.

4.2.1.25EEM
4.2.1.2.5.1 Preparo e analise das amostras por EEM

Para o estudo de EEM, 1,0 mL de cada amostra diluida para absorbancia em 254 nm
igual a 0,1 (caminho éptico de 1 cm) foi colocada em cubetas de quartzo junto com 1,0 mL de
HEPES 0,3 mol L (Acros Organics) para regular o pH a 7 e 1,5 mL de NaClO4 0,1 mol L™
(Sigma-Aldrich) com pureza de 99,99% para controlar a forga i6nica. As amostras foram
analisadas imediatamente ap0s a preparacao.

Todos os espectros medidos foram obtidos com um espectrofluorimetro (F4500,
Hitachi). Os espectros EEM foram adquiridos com uma faixa de excitagdo de 200 a 500 nm
com um passo de 5 nm e uma faixa de emissdo de 250 a 700 nm a uma velocidade de varredura
de 2400 nm min™. As abertura da fenda de emisséo e excitacdo foram fixadas em 5 nm, e a
voltagem do detector era 700 V. Ambos os detectores de emissdo e excitacdo foram corrigidos
para evitar a sensibilidade ao comprimento de onda e a resposta da fotomultiplicadora foi
corrigida da flutuacao da lampada de excitacdo com o sinal de referéncia. O espectro Raman da
agua deionizada (Ultrapure Water Cell, Starna Ltd) foi medido diariamente com excitacdo a
350 nm, velocidade de varredura a 240 nm min‘t, emisséo de 360 a 420 nm e fenda de excitagio
e emissdo fixada em 5 nm e 700 V para normalizar a intensidade dos espectros EEM com o
pico de espalhamento Raman (LAWAETZ; STEDMON, 2009).

4.2.1.2.5.2 Analise dos dados EEM

O PARAFAC foi realizado no conjunto de dados EEM usando o software PROGMEEF
(REDON; MOUNIER, 2018) em linguagem Matlab. Todos os dados de EEMs foram limpos
dos sinais de difusdo usando o espalhamento Rayleigh atraves do corte da banda de difusdo em
15 nm e usando o espalhamento Raman de primeira e segunda ordem por meio da aplicacdo do
método Zeep (MOUNIER et al., 2011; ZEPP; SHELDON; MORAN, 2004). O namero de
componentes avaliadas variou de 2 a 5 em uma faixa espectral de 240 a 500 nm em excitacédo
e de 250 a 700 nm em emissdo. O nimero de componentes foi definido usando o CORCONDIA.
A classificacdo 6tima foi o modelo que deu o maior nimero de componentes com um
CORCONDIA acima de 60% (MOUNIER et al., 2011). A excitacdo e a emissdo de
componentes obtidos pelo PARAFAC foram comparadas com o banco de dados OpenFluor
(MURPHY et al., 2014).
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4.2.1.2.6 Supressao de fluorescéncia
4.2.1.2.6.1 Preparo e analise das amostras por supressdo de fluorescéncia

A interacdo da EOMSed com Cu(ll) foi avaliada usando supressao de fluorescéncia.
Para isso, o estudo da capacidade de complexacdo da MO extraida com NaOH com Cu(ll) foi
realizado usando 15 cubetas com concentragdes crescentes de Cu(ll). Cada cubeta continha 1,0
mL de amostra de EOMSed diluida para absorbancia em 254 nm igual a 0,1 (caminho Optico
de 1 cm) em meio tamponado com pH 7,0 ajustado com 1,0 mL de HEPES 0,3 mol L* (Acros
Organics) e 0,2 mL de HCIO4 1 mol L (Sigma-Aldrich). A titulagdo de Cu(ll) foi realizada
pela adicdo de solugdes estoque contendo 5x10°, 5x10#, 5x10° mg L™ de Cu preparadas com
Cu(ClQ4), (Sigma-Aldrich) e NaClO4 0,1 mol L (Sigma-Aldrich) foi usado para completar o
volume final de 3,5 mL. Este procedimento foi realizado para as 69 amostras de EOMSed. Os
espectros EEM foram obtidos de acordo com a descri¢do na se¢do 4.2.1.2.5.1.

4.2.1.2.6.2 Analise dos dados de supressao de fluorescéncia

O PARAFAC foi realizado como descrito na se¢édo 4.2.1.2.5.2. As KmL dos complexos
EOMSed-Cu(ll) foram calculadas de acordo com o modelo de equilibrio 1:1 proposto por Ryan
e Weber (RYAN; WEBER, 1982). A variacdo entre os valores tedricos e experimentais para a
supressdo de fluorescéncia foi verificada com o BIAS, que é a soma do valor absoluto da
diferenca entre o logaritmo da intensidade de fluorescéncia experimental e o logaritmo da
intensidade de fluorescéncia calculada (MOUNIER et al., 2011). Para melhor comparacao entre
as Kmv dos complexos formados os logaritmos das Km. foram calculados. As capacidades de
complexacéo (CC) foram calculadas empregando a razéo da concentracgéo total de sitios ligantes

(CL) dos componentes fluorescente e o teor de NPOC correspondente a cada amostra.

4.2.2 Resultados e discussao
4.2.2.1 Caracteristicas do carbono total nos sedimentos inteiros

As distribuicdes do conteddo de TC nos testemunhos de sedimentos inteiros nos Rios
Piracicaba e Tieté foram diferentes (Figura 28). Nas estacdes de coleta do Rio Piracicaba
(estacBes 1, 2 e 3), o maior valor de TC foi encontrado na camada superior dos testemunhos de
sedimentos, e uma diminuicdo do teor de TC foi observada nas camadas inferiores da
distribuicdo vertical. Na estacdo 1, o TC variou de 1,96% a 2,60% (CV = 0,10), sendo 0 menor
valor na profundidade de 41 cm. Na estacdo 2, o TC variou de 2,12% a 3,32% (CV =0,15), e
apesar da diminuigdo do TC nas camadas inferiores do sedimento, foi possivel observar um

aumento do teor de TC entre as profundidades de 30 cm e 32 cm. Na estacdo 3, o TC variou de
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2,24% a 4,94% (CV = 0,30), embora tenha diminuido exponencialmente da superficie até a
profundidade de 27,5 cm, a partir dessa profundidade, permaneceu quase constante. Na regido
da confluéncia, o TC variou de 2,44% a 5,76% (CV = 0,27), embora o maior teor de TC seja
encontrado na camada superficial, como nas estacfes de coleta do Rio Piracicaba, seu
comportamento € mais semelhante ao das estacBGes coletas localizadas no Rio Tieté, que
apresentaram distribuicdo perturbada de TC nas camadas mais profundas dos testemunhos. A
distribuicdo do TC no Rio Tieté variou de 3,09% a 6,59% (CV =0,19), de 1,44% a 3,66% (CV
=0,26) e de 3,25% a 5,77% (CV = 0,19) nas estacdes 5, 6 e 7, respectivamente.
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Figura 28 — Distribuicdo de TC dentro dos testemunhos de sedimentos nas estagdes de coleta.
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O contetdo de TC € um parametro fundamental para descrever a abundéncia de MO e
C inorgénico nos sedimentos (VERES, 2002). A distribuicdo aleatoria de TC no rio Tieté pode
estar associada a uma entrada irregular de MO e C inorganico. Um teste t ndo-pareado com um
nivel de confianca de 95% mostrou que havia diferencas significativas entre o0 TC médio dos
rios. O teor médio de TC no Rio Tieté (3,96% + 1,11%) € estatisticamente maior do que no Rio
Piracicaba (2,57% * 0,58%). O maior teor de TC para o Rio Tieté sugere que este rio € mais
eutrofizado que o Rio Piracicaba, pois 0 acimulo de nutrientes, principalmente P e N, nos
corpos aquaticos aumenta a sintese de MO (CASTILLO, 2020). Essa hip6tese é confirmada
pelo estudo sobre a quantificacdo do TP descrito na se¢do 3.3.2 (DE MORAIS et al., 2021b).
Como o TP é uma variavel quimica usada para avaliar a carga de nutrientes e a extensdo da
eutrofizacdo em corpos d'agua, o maior teor médio de TP no Rio Tieté (4316,16 + 1062,63 mg
kg™ P) do que no Rio Piracicaba (1800,17 + 696,82 mg kg™ P) indica que o Rio Tieté apresenta
maior grau de eutrofizacdo (DE MORAIS et al., 2021b).

4.2.2.2 Caracteristicas da matéria organica extraida com NaOH dos sedimentos

A Tabela 9 mostra a concentracdo media de NPOC e TON, o rendimento de extracao
alcalina, a razdo molar NPOC/TON e os valores de SUVA2s4 para a EOMSed nas diferentes
estacOes. Esses valores para cada amostra sdo mostrados na Tabela 6A na secdo apéndice. O
método de extracdo com solucgéo alcalina extraiu em média 40,71% * 5,52% da MO presente
nos sedimentos a inteiros. O rendimento da extracdo da MO depende da propriedade do solvente
utilizado e geralmente é baixo. Entre os diferentes solventes usados para extracdo de MO, o
NaOH parece ser um dos mais eficientes (KUREK et al., 2020; SIRE et al., 2009).
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Tabela 9 — Concentracdo média de carbono organico ndo-purgéavel (NPOC) e nitrogénio

organico total (TON), rendimento de extracédo alcalina, raz&o molar NPOC/TON e

absorbancia ultravioleta especifica a 254 nm (SUVA254) da matéria organica extraida de

sedimentos nas estacOes de coleta.

Rendimento
B NPOC TON _ Razéo molar SUV A5,

Estacéo de extracéo

(mg Cg?) (mgNg?) %) NPOC/TON (L mg!m?)
0

1 9,02+0,84 1,14+0,11  40,63+5,17 6,80+0,20 6,36+0,53
2 10,65+1,71 1,25+0,24  41,03+3,58 7,37+1,00 5,99+0,69
3 12,59+1,98 1,754£0,38  45,2316,56 6,22+0,49 6,11+1,08
4 13,54+4,82 2,40+0,76  37,17+5,61 4,78+0,30 4,54+0,73
5 19,60+5,74 3,01+0,74  40,11+5,17 5,53+0,50 3,92+0,61
6 11,90+3,54 2,00+0,52  40,50+3,96 5,05+0,37 3,70+0,51
7 16,24+2,31 2,51+0,45  41,05+6,36 5,59+0,32 4,44+0,83

Fonte: Autoria propria.

Um teste t ndo-pareado com nivel de confianca de 95% demonstrou que houve
diferencas significativas entre as médias de NPOC e TON da EOMSed dos Rios Tieté e
Piracicaba. A concentracdo média de NPOC e TON de EOMSed no Rio Tieté (16,05 + 5,10 mg
Cgle2,52+0,70 mg N g?, respectivamente) foi maior do que no Rio Piracicaba (10,69 + 2,11
mg C gt e 1,37 + 0,37 mg N g7, respectivamente). As maiores concentracdes de NPOC na
EOMSed do Rio Tieté podem ser devido ao fato desse rio passar pela regido metropolitana de
Sdo Paulo, onde recebe uma grande carga de esgoto domeéstico e efluentes industriais,
resultando em uma DBO maior do que a Rio Piracicaba (CETESB, 2018). Além disso, levando
em consideracdo a historia do rio Tieté, seu alto grau de contaminacdo (ROCHA et al., 2010,
2011) e eutrofizacdo (DE MORAIS et al., 2021b), a maior concentracdo de TON na EOMSed
do Rio Tieté quando comparada com o Rio Piracicaba pode ser devido ao langcamento de esgoto
contendo MO labil e fresca.

As razdes molares NPOC/TON médias na EOMSed dos Rios Tieté e Piracicaba foram
também estatisticamente diferentes (nivel de confianca de 95%, teste t ndo-pareado) e foram
maiores para o Rio Piracicaba (6,80 + 0,79) em comparacdo com o Rio Tieté (5,39 + 0,46).
Considerando o curso histérico do Rio Tieté e seu alto grau de eutrofizacdo (DE MORAIS et
al., 2021b), as menores proporgdes encontradas neste rio sugerem um aporte maior de MO

simples com estruturas nitrogenadas, o que pode indicar aporte de efluente. Na regido da
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confluéncia, a razdo molar NPOC/TON da EOMSed foi a mais baixa: 4,78 = 0,30. O menor
valor da razdo molar NPOC/TON mostra um aumento na deposi¢do de MO com estruturas
nitrogenadas, sugerindo que a regido de confluéncia é predominantemente influenciada pelo
Rio Tieté, que apresentou as maiores concentracdes de N (faixa de 2,00 a 3,01 mg N g%). Apesar
da diferenca nas razdes molares NPOC/TON da EOMSed entre os Rios Tieté e Piracicaba, a
EOMSed estudado apresentou uma razdo molar NPOC/TON que variou de 4,1 a 9,2 (Figura
29). As razdes molares NPOC/TON entre 4 e 10 categorizam as fontes de C e N de algas e
plantas aquéticas (KAUSHAL; BINFORD, 1999; MEYERS, 1994).

Figura 29 — Relagdo entre absorbancia ultravioleta especifica a 254 nm (SUVA254) e razao
molar carbono organico ndo-purgavel (NPOC) e nitrogénio orgéanico total (TON) da matéria

organica extraida de sedimentos.
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Fonte: Autoria propria.

A SUVA:s, esté associada a aromaticidade da MO devido a ligacdo dupla de carbono
(C=C) de fracBes aromaticas ou anéis aromaticos policondensados que absorvem luz em 254
nm (EDZWALD; TOBIASON, 2011). Portanto, altos valores de SUVA2s4 indicam uma MO
formada por mais estruturas que absorvem luz em 254 nm por unidade de concentracdo de OC
(EDZWALD; TOBIASON, 2011). Os valores médios de SUVA2s: da EOMSed nos Rios
Piracicaba e Tieté foram estatisticamente diferentes (nivel de confianca de 95%, teste t ndo-

pareado) e foram maiores para o Rio Piracicaba (6,16 + 0,78) do que para o Rio Tieté (4,02 +
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0,71). A regido de confluéncia apresentou valores de SUVA2s: da EOMSed mais proximos do
Rio Tieté (os valores médios de SUVA,s4 foram 4,54 + 0,71 L mg™ m™). A SUVA,s4 apresentou
diferencas na composi¢do da EOMSed entre os dois rios, com o0s maiores valores médios de
SUVA2s: para 0 Rio Piracicaba indicando que EOMSed tem um conteudo aromaético
relativamente alto em comparagdo com o Rio Tieté.

As razdes molares NPOC/TON da EOMSed foram correlacionadas com os valores de
SUVA:2s, (Figura 29). A andlise de regressdo encontrou uma relagdo positiva entre a razdo
molar NPOC/TON e SUVA2s4 (r =0,67; p <0,001). Por analogia a MO do solo, esses resultados
podem estar associados a complexidade funcional da EOMSed (DUNGAIT et al., 2012;
LEHMANN et al., 2020). Durante a degradacdo da MO, as estruturas mais polares séo mais
acessiveis aos microrganismos e, portanto, sdo consumidas mais rapidamente, resultando em
um actimulo de MO que é termodinamicamente desfavoravel aos microrganismos (fracoes
hidrofdbicas e aromaticas). A presenca relativamente menor de N sugere que essas estruturas
ja foram totalmente ou parcialmente assimiladas, resultando na preservacdo seletiva e no
acumulo de estruturas mais estaveis quimicamente, o que levou a uma maior aromaticidade no
Rio Piracicaba. Por outro lado, o0 menor valor da SUVAs4 e da razdo molar NPOC/TON no
Rio Tieté sugere a adicdo de MO fresca. Essa evidéncia é suportada pelo alto valor de DBO do
Rio Tieté.

4.2.2.3 Espectros EEM da matéria organica

O modelo PARAFAC ajustado para os espectros EEM (n = 138) da EOMSed e
WEOMSed diluidos na mesma densidade Optica resultou em trés componentes fluorescentes
(Figura 30) com CORCONDIA de 89,98%. As caracteristicas espectrais dos trés componentes
foram comparadas com o banco de dados OpenFluor (MURPHY et al., 2014) e a similaridade
foi medida com os modelos PARAFAC de diferentes ambientes aquaticos usando a pontuacao
de similaridade de 0,95. Os componentes 1, 2 e 3 corresponderam respectivamente a 35, 5 e 25
modelos PARAFAC do banco de dados OpenFluor.
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Figura 30 - Gréficos de contorno EEM das trés componentes do modelo PARAFAC

(esquerda) e seus espectros de excitacdo e emissdo (direita).
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O componente 1 (C1) apresentou dois méximos de excita¢cdo: um em 260 nm estimulado
por excitagdo ultravioleta (pico A) e o outro em 310 nm estimulado por excita¢do visivel, com
um maximo de emissdo na faixa visivel em 465 nm para ambos os picos de excitacdo (COBLE,
1996). O componente 2 (C2) era composto por dois maximos de excitacdo, um em 285 nm e
outro em 465 nm, e um méximo de emissdo em 520 nm (OSBURN et al., 2011; WALKER,;
AMON; STEDMON, 2013). A emissao de fluorescéncia é Util para acessar o arranjo estrutural
da MO devido a emisséo de fluor6foro em comprimento de onda curto (desvio para o azul ou
blue-shift) ou longo (desvio para o vermelho ou red-shift). C1 e C2 apresentaram caracteristicas
semelhantes aos acidos fulvico e himico do solo, respectivamente. C1 se assemelha aos acidos
falvicos devido a emissdo de comprimento de onda mais curto e 0 componente deslocada para
o0 azul é atribuido ao peso molecular mais baixo e um arranjo estrutural composto por mais
fracdes alquil (BORISOVER et al., 2009; KOWALCZUK et al., 2009; OSBURN et al., 2011,
SHUTOVA et al., 2014; YAMASHITA et al., 2010b, 2010a). C2 se assemelha aos acidos
himicos do solo devido ao componente deslocado para o vermelho, que é atribuido a um arranjo
estrutural mais complexo composto principalmente de fracGes aromaticas (SILVA et al., 2020).
Além disso, a mudanga no comprimento de onda diz respeito a agregacéo de estruturas himicas
em solucdo; uma estrutura humica deslocada para o vermelho pode mostrar um arranjo
molecular com agregacdo molecular mais alta, enquanto um comprimento de onda mais curto
sugere moléculas menores (BENTO et al., 2020; BOGUTA; SOKOLOWSKA, 2016, 2020).
O componente 3 (C3) demonstrou dois maximos de excitacdo, um em 250 nm e outro em 315
nm, e um maximo de emissdo em 395 nm. C3 assemelhava-se a compostos microbianos
semelhantes a humicos de ambientes aquaticos (COBLE, 1996; OSBURN et al., 2011). Este
componente é provavelmente um produto da atividade microbiana e, portanto, de origem
autoctone (YAMASHITA et al., 2008).

O modelo PARAFAC foi feito para um conjunto de dados contendo todas as amostras,
permitindo assim comparar as contribuicdes dos componentes. A Figura 31 e a Figura 32
mostram as contribui¢6es fluorescentes de cada componente identificada pelo PARAFAC para
a EOMSed e a WEOMSed, respectivamente, juntamente com a suas distribuicdes ao longo dos
testemunhos de sedimentos das diferentes estacGes, corrigidos para o fator de dilui¢do analitico.
Para a EOMSed (Figura 31), a contribuicdo fluorescente média de C1 foi maior em ordem
decrescente para o Rio Piracicaba> Rio Tieté> regido de confluéncia. Isso mostra que pequenas
moléculas contribuem mais para o arranjo da EOMSed do Rio Piracicaba. A contribuicdo
fluorescente média de C2 teve a mesma ordem decrescente de C1 (Rio Piracicaba> Rio Tieté>

regido da confluéncia), mostrando que estruturas complexas na forma de fragcGes aromaticas e
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poliaromaticas contribuem mais para o arranjo da EOMSed do Rio Piracicaba. A contribuicdo
fluorescente média de C3 foi maior em ordem decrescente para o Rio Tieté> Rio Piracicaba>
regido de confluéncia, mostrando que produtos de origem microbiana contribuem mais para o
arranjo da EOMSed do Rio Tieté. Assim, a EOMSed do Rio Piracicaba contém mais
aromaticos, enquanto o EOMSed do rio Tieté contém mais produtos de origem microbiana.
Esses resultados estdo de acordo com os valores de SUVAs4 e relagdes molares NPOC/TON,
0s quais mostraram uma EOMSed menos arométicas com mais estruturas nitrogenadas para o
Rio Tieté em comparagdo com o Rio Piracicaba. A baixa razdo molar NPOC/TON pode ser a
principal razdo para a maior atividade microbiana e a consequente presenca de derivados

microbianos (C3).



Figura 31
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— Intensidade de fluorescéncia dos componentes (C1, C2 e C3) retirados da matéria

organica extraida dos sedimentos ao longo dos testemunhos de sedimentos identificadas por
PARAFAC.
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Figura 32 — Intensidade de fluorescéncia dos componentes (C1, C2 e C3) retirados da matéria

organica extraida com &gua dos sedimentos ao longo dos testemunhos de sedimentos
identificadas por PARAFAC.
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Na WEOMSed (Figura 32), as contribui¢des fluorescentes médias de C1, C2 e C3 foram
maiores em ordem decrescente para a regido da confluéncia> Rio Tieté> Rio Piracicaba. A
extracdo de produtos derivados de microbios (C3) foi relativamente maior para a WEOMSed
do que para a EOMSed, e os valores de C3 foram maiores nas estacdes do Rio Tieté do que no
Rio Piracicaba, indicando mais uma vez sua maior atividade microbiana. A baixa abundéncia
de C2 pode ser atribuida a estrutura do componente, porque substancias do tipo himico com
alta aromaticidade sdo mais soltveis em solu¢do alcalina de pH mais alto do que em é&gua, 0
que pode resultar no maior contetdo relativo de C2 em solucdo alcalina; além disso, a maior
concentragdo de C2 em extratos alcalinos ofusca a concentragdo de C3. O meio alcalino
favoreceu a maior extracdo de C1 e C2 (compostos humicos) devido a hidrolise causada nos
grupos funcionais de moléculas humicas ligadas a superficie do mineral do sedimento
(KLEBER; LEHMANN, 2019; OLK et al., 2019).

As propriedades Opticas da EOMSed e WEOMSed mostraram uma diferenga de
eficiéncia devido a qualidade e composicdo da MO dos sedimentos. Esta diferenca permite a
discriminacdo entre os componentes de fluorescéncia mais soltvel (tipo acido fulvico) e menos
solavel (tipo acido humico) e, portanto, € possivel avaliar a qualidade da MO nos sedimento.
Embora a extracdo com agua tenha sido usada para avaliar fontes de MO e vincular a
contaminacgé@o em rios urbanos poluidos (CHEN, Z. et al., 2019; ZHANG, L. et al., 2020), em
nosso estudo, os extratos alcalinos juntos com es aquosos fornecerem dados complementarias

para descrever as propriedades de MO.

4.2.2.4 Caracteristicas da composicdo da matéria organica extraida de sedimentos dos
Rios Piracicaba e Tieté

A solucdo aquosa neutra favorece a extracdo de pequenas moléculas (blue-shifted), que
estdo livres da fracdo mineral dos sedimentos. J& a solucdo alcalina favorece a extracdo de
substancias mais complexas (red-shifted). Os resultados obtidos com o EEM-PARAFAC
juntamente com os valores de SUVA2s4 e a razdo molar NPOC/TON permitiram a avaliagéo
total da qualidade do EOMSed.

Embora o componente mais abundante na EOMSed dos dois rios seja do tipo himico
com menor peso molecular (C1), a aromaticidade da EOMSed do Rio Piracicaba foi
evidenciada pela maior contribuicdo dos valores de C2 e SUVA2s4. Por outro lado, a EOMSed
do Rio Tieté apresentou maior atividade microbiana devido a maior contribuicdo de C3,
presenca de pequenas moléculas (menor contribuicdo de C2) e presenca de estruturas

nitrogenadas. Com base nas andlises realizadas, ndo foi possivel identificar alteracéo
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composicional da EOMSed e da WEOMSed, que pode estar relacionada a sua semelhante
deposicao.

A origem da EOMSed ¢ inferida dos resultados aqui obtidos. As razGes molares
NPOC/TON calculadas para a EOMSed do Rio Piracicaba indicam que a EOMSed pode se
formar no corpo aquéatico (autdctone). As contribuigdes de dois componentes semelhantes a
himicos em extratos alcalinos indicam que a EOMSed também pode ser originado da MO do
solo (al6ctone). Pelas razdes molares NPOC/TON calculadas para a EOMSed do Rio Tieté e
pela maior atividade microbiana neste ecossistema aquatico, pode-se inferir que a origem da
EOMSed é predominantemente aldctone, principalmente devido ao lancamento de esgoto

domeéstico, que € indicada pelo maior teor de TC presente nos sedimentos do Rio Tieté.

4.2.2.5 Avaliacéo da reatividade da matéria organica na presenca de Cu(l1) por supressao
de fluorescéncia
4.2.2.5.1 Componentes fluorescentes

O ajuste dos espectros EEM com PARAFAC para todas as amostras (n = 1035) forneceu
um modelo de resposta com trés componentes fluorescentes (Figura 33) com CORCONDIA de
95,22%. As 1035 amostras referem-se aos 15 pontos das curvas de titulacdo para cada uma das
69 amostras de EOMSed. As caracteristicas espectrais do componente 1 (C1), componente 2
(C2) e componente 3 (C3) foram semelhantes as encontradas na se¢do 4.2.2.3 (DE MORAIS et
al., 2021a). Resumidamente, C1 tinha caracteristicas semelhantes aos acidos fulvicos com dois
maximos de excitacdo: um em 255 nm e outro em 310 nm e um maximo de emisséo no visivel
a 460 nm para ambos os picos de excitacdo (COBLE, 1996). C2 tinha caracteristicas
semelhantes aos acidos himicos com dois maximos de excitagdo, um em 255 e outro em 465
nm, e um maximo de emissdao em 510 nm (OSBURN et al., 2011; WALKER; AMON;
STEDMON, 2013). C3 assemelhava-se a compostos de origem microbiana de ambiente
aquatico com dois maximos de excita¢do, um em 255 nm e outro em 300 nm, e um maximo de
emissdo em 385 nm (COBLE, 1996; OSBURN et al., 2011).
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Figura 33 — Gréficos de contorno EEM das trés componentes do modelo PARAFAC.
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4.2.2.5.2 Constantes de estabilidade e capacidades de complexacéo

Os valores da contribuicdo fluorescentes de C1 e C2 para a EOMSed diminuiram
gradualmente com o aumento da adicdo de Cu(ll), indicando que os ions Cu(ll) interagiram
com os ligantes dos componentes fluorescentes do tipo fulvico e tipo himico (Figura 34). No
entanto, o valor da contribuicdo fluorescentes de C3 para a EOMSed ndo mostrou qualquer
mudanca significativa quando Cu(ll) foi adicionado, indicando que os ions Cu(ll) e os ligantes
de compostos microbianos de ambientes aquaticos ndo interagiram ou ndo tem efeito de
supressdo de fluorescéncia (Figura 34). Assim, os dados experimentais para C3 ndo foram
modelados pelo modelo de Ryan e Weber (Ryan e Weber, 1982). O modelo de equilibrio 1:1
proposto por Ryan e Weber apresentou um bom ajuste para as interagdes da EOMSed com
Cu(ll), em que o BIAS variou de 0,3 a 3,7. Em que o BIAS ¢ a diferenca entre o valor

experimental e o tedrico obtido pelo modelo (MOUNIER et al., 2011).
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Figura 34 — Gréfico da supressdo da fluorescéncia dos componentes 1 e 2 e da constante

fluorescéncia da componente 3 com adicdo de Cu(ll).
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A Figura 35 mostra os logaritmos das constantes de estabilidade para C1 (logio K1) e
C2 (logio K2). E possivel observar dois grupos de amostras, o grupo 1 com menores valores de
logio K1 e logio K2, que variaram de 3,64 a 4,32 e de 3,72 e 4,39, respectivamente e o grupo 2
com maiores valores de logio K1 e logio K2, que variaram de 4,53 a 5,06 e de 4,81 a 5,71,
respectivamente. As amostras do grupo 1 sdo compostas por todas as amostras das estagfes 1 e
2 (ambas do Rio Piracicaba), amostras das camadas mais profundas das estacdes 3 e 5 (Rios
Piracicaba e Tieté, respectivamente), e amostras da camada superficial da estacédo 4 (regido de
confluéncia). Enquanto as amostras do grupo 2 sdo compostas pelas amostras das camadas
superficiais das estacdes 3 e 5 (Rios Piracicaba e Tieté, respectivamente), amostras da camada
mais profunda da estacdo 4 (regido de confluéncia), e todas as amostras das estaces 6 e 7
(ambas do Rio Tieté). Portanto, a EOMSed do Rio Piracicaba apresentou menores valores de
logio K1 e logio K2, exceto para a EOMSed das camadas superficiais da estacdo 3 (Figura 1A
na secdo apéndice). JA a EOMSed do Rio Tieté apresentou maiores valores de logio K1 e logio
K2, exceto para a EOMSed das camadas mais profundas da estacdo 5 (Figura 1A na secdo

apéndice).
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Os maiores valores de logio K1 e logio K2 encontrados para a maioria dos extratos do
Rio Tieté sugerem uma maior estabilidade termodinamica entre o ligante e o ion metélico, ou
seja, a formacdo de um complexo mais estavel entre a EOMSed e o Cu(ll) do que os extratos
do Rio Piracicaba. De acordo com GUO et al. (2012), diferentes fontes de poluigdo podem
afetar a complexacdo da MO dissolvida com Cu(ll). Embora neste estudo tenhamos avaliado a
extragdo alcalina, que favorece a extragdo de substancias mais polares e reativas, os diferentes
valores de logio K1 e logio K2 entre os Rios Tieté e Piracicaba podem ser devidos a diferenga
estrutural da MO, uma vez que, uma maior carga de poluente é despejada no Rio Tieté (SMITH;
ESPINDOLA; ROCHA, 2014). Além disso, a partir da Figura 35, é possivel observar que para
a maioria das amostras da EOMSed, os valores de logio K2 sdo maiores que os valores de logzo
K1, principalmente para as amostras do grupo 2. Isso indica que a componente tipo himica

(C2) proporcionou a formagéo de complexos mais estaveis.
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Figura 35 — Avaliacdo das constantes de estabilidade condicional (K) para as interac6es de
Cu(ll) com a EOMSed, utilizando o modelo de equilibrio 1:1 proposto por Ryan e Weber com
0s componentes 1 e 2 obtidos pelo PARAFAC.
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Fonte: Autoria propria.

A distribuicdo da CC nos testemunhos de sedimentos do Rio Piracicaba (estagcdes 1, 2 e
3), regido de confluéncia (estacdo 4) e Rio Tieté (estacdes 5, 6 e 7) sdo mostradas na Figura 36.
O teste t ndo-pareado com nivel de confianca de 95% demonstrou que houve diferenca
significativa na média da CC da EOMSed do Rio Piracicaba quando comparada com o Rio
Tieté e confluéncia. A CC foi obtida a partir da soma dos sitios de ligantes totais (Cr1 + Cr2)
dividido pelo NPOC. A média da CC da EOMSed do Rio Tieté (0,0039 £ 0,0024, variando de
0,0001 a 0,0101) e da confluéncia (0,0041 £ 0,0034, variando de 0,0013 a 0,0098) foi menor
do que no Rio Piracicaba (1,27 £ 1,17, variando de 0,11 a 4,31). Isto é, o Rio Piracicaba
(estacBes 1, 2 e 3) apresentou maior CC do que o Rio Tieté (estacdes 5, 6 e 7) e a regido de
confluéncia (estacdo 4), que por sua vez apresentaram CC similares. Este resultado pode ser
devido a maior aromaticidade da EOMSed do Rio Piracicaba (DE MORAIS et al., 2021a). A
baixa CC do Rio Tieté e da confluéncia pode estar associada a uma saturacdo dos sitios ativos
da MO por outros metais, fazendo com que estes sitios ndo fiquem disponiveis para se ligarem
ao Cu(ll) adicionado durante o estudo de supressdao de fluorescéncia. Esta hipoOtese é

corroborada pelos resultados exibidos na se¢do 3.3.3.2, 0s quais mostram que o nivel de
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contaminacéo por Cr, Cu e Ni nos sedimentos do Rio Tieté é maior quando comparado com 0
Rio Piracicaba. Além disso, pode ser que os baixos valores de CC para o Rio Tieté e a
confluéncia sejam por causa da alta concentracdo de C que ndo complexa (MO microbiana).

O maior aporte de MO recente e ndo transformada pela poluicdo do Rio Tieté, ou seja,
uma MO mais polar, pode ter ocasionado uma maior estabilizacdo entre os ligantes e complexos
resultando em maiores constante de estabilidade. Em contrapartida, o Rio Piracicaba que
contém maior fragdes aromaticas na composicdo da MO possibilitou maiores interac6es do tipo
7-m com 0s ions metalicos, resultando em uma maior capacidade de complexag¢do, mas com
complexos de baixa estabilidade. Como ja apontado por Silva et al. (2020), a interacdo
eletrostatica entre os ligantes polares e o ion metélico tende a formar complexos mais estaveis

do que as fragcdes aromaticas.
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Figura 36 — Distribuicdo da capacidade de complexacdo (CC) ao longo dos testemunhos de

Fonte: Autoria propria.

sedimento das estacGes de coleta.
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4.2.3 Considerac0es parcial

A EOMSed proveniente dos Rios Piracicaba e Tieté foi caracterizada principalmente
por um arranjo de compostos de baixo peso molecular. No entanto, a EOMSed do Rio
Piracicaba apresentou mais fracGes aromaticas e menos estruturas nitrogenadas em comparacao
com o Rio Tieté. A presenca de estruturas nitrogenadas e fluoréforos relacionadas a atividade
microbiana pode ser um indicador da qualidade da MO, podendo ser utilizado como indicador
global do estado do rio. Assim, a combinagdo de técnicas elementares e espectroscopicas
permite a decifracdo bem-sucedida das caracteristicas da MO extraidas. Esta abordagem pode,
portanto, ser usada como uma ferramenta para avaliar a qualidade dos corpos aquaticos.

A supressdo de fluorescéncia com a adicdo de Cu permitiu a determinacdo das
propriedades da EOMSed. A EOMSed dos Rios Piracicaba e Tieté e confluéncia sao diferentes.
De acordo com as Ku e as CC para os complexos EOMSed-Cu(ll) do Rio Piracicaba, a forga
de interagdo da EOMSed-Cu(ll) é menor e a quantidade de sitios que participam da interagédo
EOMSed-Cu(ll) por carbono é maior do que para o Rio Tieté. A EOMSed do Rio Tieté e da
confluéncia pode estar associada a outros metais e ndo estar disponiveis para se ligar ao Cu(ll)
confirmando o observado pela avaliacao de risco feita com os resultados obtidos pelos métodos
desenvolvidos empregando a DP LIBS. Além disso, pode ser que a EOMSed nesses pontos seja

composta por C que ndo complexa com o Cu(ll).

4.3 Avaliacéo da clorofila a nos sedimentos por LIFS e CLSM
4.3.1 Procedimento experimental
4.3.1.1 Espectroscopia UV-Vis

O contetdo de Chl-a nos sedimentos foi avaliado através de extragdes quimicas com
acetona para amostras de sedimentos das estagcdes de coleta 2 no Rio Piracicaba e 5 no Rio
Tieté. Aproximadamente 1,0 g das amostras de sedimentos homogeneizadas foram colocadas
em frascos de polipropileno com 45,0 mL de acetona P. A. (Merck) e em seguida foram agitadas
por 24 h em uma mesa agitadora a 10 rpm. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
(Rotina 380R, Hettich) a 10.000 rpm por 10 min e filtradas em sistema de filtracdo a vacuo com
filtro de fibra de vidro de 0,70 um. As medidas de absorbéncia foram realizadas usando um
espectrofotémetro UV-Vis de feixe duplo (UV-1601PC, Shimadzu) em uma cubeta de quartzo
de 1 cm de caminho éptico, uma faixa espectral de 200 a 1100 nm e uma velocidade de

varredura de 370 nm mint. Uma cubeta com acetona P.A. foi usada como referéncia.
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4.3.1.2 Microscopia confocal de varredura a laser

Todas as medidas para o obtencdo das imagens de fluorescéncia com alta resolucao
espacial foram realizadas usando um microscépio confocal Zeiss LSM 780 invertido com um
laser sintonizavel de Ti:safira (Coherent Chameleon) como uma fonte de luz pulsada para
excitacdo de dois fotons (2P) na faixa do infravermelho proximo entre 690 e 1100 nm. O arranjo
molecular foi observado por pixel de imagem das amostras de sedimento no modo espectral do
microscépio. O comprimento de onda de excitagdo por 2P a 800 nm foi utilizado para analisar
as propriedades de emissdo de moléculas depositadas na fase mineral dos sedimentos em uma
area de 256x256 um através de espectros de fluorescéncia de 1040x1040 pixels na regido do
visivel entre 400 nm e 700nm. As imagens confocais foram obtidas com uma lente objetiva
Plan-Apochromat (40x, abertura numérica 1.4) usando imersdo em agua para acoplar com o
lado inferior da laminula. A resolucéo espacial foi de aproximadamente 200 nm, considerando
a abertura numérica e o comprimento de onda de excitacdo. Cerca de 5% da poténcia nominal
do laser (valor médio de aproximadamente 200 mW) foi suficiente para obter imagens
brilhantes para excitacdo 2P usando a configuracdo acima para a objetiva de 40x.

Duas fotomultiplicadoras foram utilizadas para a obtencao das imagens no modo canal,
e o intervalo de aquisicéo foi fixado por meio de filtros dpticos. A primeira fotomultiplicadora
(Canal 1) recebeu fluorescéncia entre 417 e 620 nm, e esta associado a ampla emissédo de MO.
A segunda fotomultiplicadora (Canal 2) recebeu fluorescéncia entre 648 e 792 nm, e esta
associado a emissdo de Chl-a. O laser utilizado foi de 405 nm (continuo), a poténcia do laser
foi mantida baixa e constante e a velocidade de varredura foi de aproximadamente de 3 s por
pixel, com 1024 pixels em cada eixo.

Aproximadamente 20 mg das amostras de sedimento homogeneizados das estacfes de
coleta 2 (Rio Piracicaba) e 5 (Rio Tieté) foram colocadas em tubos Eppendorf juntamente com
1,5 mL de &gua deionizada. Algumas gotas desta solucao de sedimento em suspensdo em agua
foram espalhadas sobre uma laminula de vidro e cobertas novamente com uma segunda
laminula. Essa configuracdo em sanduiche da amostra garante que as particulas de sedimento
estejam sempre Umidas, fixas e homogeneamente distribuidas sobre a laminula de vidro inferior
durante o experimento de microscopia, além de fornecer melhor dissipacdo de calor que

minimiza qualquer evento de queima por pixel durante a varredura a laser.

4.3.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser
O sistema LIFS empregado neste estudo consiste em (i) um laser de diodo continuo

(CUBE, Coerente) com emissdo em 405 nm e poténcia maxima de 20 mW; (ii) um
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espectrometro USB2000-Ocean Optics operando na faixa espectral de 194 a 894 nm com uma
resolucdo de 10 nm; (iii) uma sonda de aco inoxidavel contendo um sistema de fibras dpticas:
seis fibras para direcionar o feixe de laser para a superficie da pastilha e uma fibra central para
coletar a emissdo de fluorescéncia das espécies excitadas; (iv) um filtro Optico ajustavel
colocado entre a amostra e o espectrémetro para reduzir a intensidade da luz laser refletida na
amostra; (v) um sistema de refrigeracdo e (vi) um computador com software de aquisigédo e
analise de dados.

Para a analise LIFS, foram empregadas pastilhas que foram confeccionadas como
descrito na secdo 3.2.3.2. As pastilhas de sedimentos foram analisadas em duplicata e cada
amostra foi representada pelas medidas LIFS médias de duas pastilhas. O tempo de integracao
do sinal foi de 800 ms e o boxcar, um parametro de suavizagao do espectro, foi de 8. A taxa de
variagdo maxima da primeira derivada dos espectros foi calculada de 450 a 893 nm. A primeira
derivada da banda de Chl-a foi relacionada a profundidade dos testemunhos de sedimentos para
avaliar sua distribuicdo ao longo do perfil. O CV da primeira derivada da banda de Chl-a para
cada estacéo de coleta foi calculado.

4.3.2 Resultados e discussao
4.3.2.1 Confirmacao de clorofila em sedimentos

As Figuras 37a e 37b mostram os espectros UV-Vis dos extratos de acetona de amostras
de sedimentos do Rio Piracicaba (estacdao 2) e do Rio Tieté (estacdo 5), respectivamente, em
trés diferentes profundidades. Ambos os méximos de absorcdo encontrados nas regides do
vermelho (666 nm) e do azul (410 nm) do espectro visivel confirmaram a presenca de Chl-a e
seus derivados nas amostras de sedimento (SANCHINI; GROSJEAN, 2020; THRANE et al.,
2015; VILLANUEVA; HASTINGS, 2000). A presenca da banda na regido de 660 nm indica
abundancia de pigmentos clorofilicos nos extratos de sedimento (SUMMERHAYES et al.,
1995). Os espectros UV-Vis dos extratos do Rio Piracicaba (Figura 37a) mostram ambos 0s
picos de absorcdo em 410 e 666 nm, destacando-se maiores intensidades de absorbancia na
camada superior (2,5 cm). Além disso, a intensidade da absorbancia diminuiu em direcdo as
camadas mais profundas, ndo sendo possivel observar as bandas correspondentes a Chl-a e seus
derivados na camada mais profunda (34 cm). Em relacdo aos espectros UV-Vis dos extratos
das amostras de sedimento do Rio Tieté (Figura 37b), os picos de absorbancia em 410 e 666
nm foram semelhantes em todas as profundidades, sendo ligeiramente mais intensos na camada

superior.
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Figura 37 — Espectros UV-Vis das amostras de sedimentos extraidas com acetona do Rio

Piracicaba (estagdo 2) (a) e do Rio Tieté (estacdo 5) (b) em trés diferentes profundidades.
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Fonte: Autoria propria.

A alta intensidade de absorbancia nas regides de 410 e 666 nm para as amostras do Rio
Tieté sugere um maior grau de eutrofizacdo em relacdo ao Rio Piracicaba. A resiliéncia da Chl-
a em sedimentos pode estar relacionada as condi¢Ges anoxicas dos sedimentos, que favorecem
a preservacdo dessas estruturas (SUN; LEE; ALLER, 1993). O maior grau de eutrofizacéo e
menor teor de oxigénio dissolvido no Rio Tieté (DE MORAIS et al., 2021b) deve ser a principal

forca motriz para a maior preservacao e menor oxidacao da Chl-a nos sedimentos.

4.3.2.2 Caracterizacéo da clorofila a em sedimentos por CLSM

As amostras de sedimento inteiros do Rio Piracicaba (estacdo 2) e do Rio Tieté (estagédo
5) foram analisadas usando CLSM para avaliar a Chl-a total e ndo apenas a Chl-a extraida com
acetona como mostrado por espectroscopia UV-Vis. A Figura 38 mostra as imagens de
fluorescéncia com alta resolucdo espacial obtidas com CLSM e o espectro de emissdo de
fluorescéncia para cada regido de interesse (ROI, do inglés region of interest). A cor vermelha
representa Chl-a e foi observada nas camadas superiores e estava ausente na camada mais
profunda (34,0 cm) do Rio Piracicaba. As mudancas evidenciadas pela cor sdo suportadas pelos
espectros de emissdo ROI, no qual a intensidade méxima de fluorescéncia da Chl-a é em
aproximadamente 679 nm (STASIUK; SANEI, 2001). Os espectros de emissao mostram uma
diminuicdo na intensidade da banda de Chl-a com a profundidade no Rio Piracicaba. A banda
deslocada na camada mais profunda no espectro de emisséo para um comprimento de onda mais

curto (aproximadamente 600 nm) esta associada a emissdo de outros compostos fluorescentes
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da MO do sedimento e & ndo Chl-a. Por outro lado, é possivel observar a presenga de Chl-a em

todas as amostras coletadas no Rio Tieté, independentemente da profundidade. A emisséo é

observada em todas as camadas, sendo mais intensa na camada superior. Embora CLSM avaliou

as amostras de sedimento inteiros, os resultados estdo de acordo com os dados obtidos com

espectroscopia UV-Vis. Esse fato indica que o Chl-a extraido com acetona é relacionada a Chl-

a total.

Figura 38 — Imagens de fluorescéncia com alta resolugéo espacial obtidas com CLSM das

amostras de sedimento do Rio Piracicaba (estacdo 2) (a) e do Rio Tieté (estacdo 5) (b) e os

respectivos espectros de emissdo de fluorescéncia com excitacdo 2P a 800 nm para cada
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A Figura 39a mostra os espectros de emissdo e ajustes gaussianos da MO, clorofila b
(Chl-b) e Chl-a para a amostra de sedimento do Rio Tieté coletada na estacdo 5 a uma
profundidade de 27,5 cm. O primeiro espectro da Figura 39a é referente a analise realizada na
fracdo mineral do sedimento (ROI 1) (Figura 39b). O segundo espectro é referente a analise
realizada em solugdo aquosa (ROI 2) (Figura 39b). No eixo x da Figura 39a estdo as faixas
espectrais obtidas com as cores verde (417-620 nm) e vermelho (648-792 nm), correspondentes
as medidas no modo canal. Os espectros de emisséo de fluorescéncia em ambas as regides (ROI
1 e 2) sdo compostos por uma banda de MO, uma banda de Chl-b e uma banda de Chl-a. E
possivel observar um aumento de 332, 314 e 98 vezes nas intensidades das bandas Chl-a, Chl-
b e MO, respectivamente, do espectro do ROI 1 (fragcdo mineral) quando comparado ao espectro
ROI 2 (solugéo aquosa). Este resultado sugere que Chl-a, Chl-b e MO estdo fortemente ligados
a fracdo mineral e menos disponiveis para extragdo com solugdo aquosa. Ha4 um desvio para o
vermelho das bandas de Chl-a e Chl-b no espectro de emissdo de fluorescéncia de AL =5 nm e
AL =8 nm na ROI 2 (solugdo aquosa), respectivamente. De acordo com Stasiuk e Sanei (2001),
um desvio para o vermelho na fluorescéncia dos pigmentos de clorofila corresponde a uma
maior oxidacdo ou degradacdo. Assim, nossos resultados sugerem que a Chl-a e a Chl-b da
solugdo aquosa foram mais oxidadas (ROl 2), enquanto, na fracdo mineral, as moléculas
estavam mais preservadas e ligadas (ROI 1). Como apontado anteriormente na sec¢do 4.3.2.1, a
resiliéncia da Chl-a pode ndo estar exclusivamente relacionada as condi¢des anoxicas dos
sedimentos, mas também as interacGes organominerais que podem restringir a acessibilidade
microbiana (LEHMANN et al., 2020; POSSINGER et al., 2020).
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Figura 39 — Imagens confocais e espectros de emisséo obtidos no modo canal para a amostra
de sedimento do Rio Tieté coletada na estacdo 5 a uma profundidade de 27,5 cm. Espectros de
emissao e ajustes gaussianos da MO, Chl-b e Chl-a (a) e imagem de fluorescéncia excitada
em 800 nm obtida no modo canal (b). Imagens de fluorescéncia excitadas em 405 nm obtidas
no canal verde (c), canal vermelho (d), a luz transmitida (e), e o gréfico da intensidade em

relagdo a distancia da reta 1 (f).
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A imagem obtida no canal verde para a amostra de sedimento do Rio Tieté na camada
de 27,5 cm de profundidade mostra a emissdo de MO (Figura 39c), enquanto a imagem obtida

no canal vermelho, exibe a emissdo de Chl-a (Figura 39d). A Figura 39e refere-se a luz
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transmitida e a Figura 39f mostra o gréafico da intensidade de fluorescéncia da MO, Chl-a e a
luz transmitida em relacdo a distancia da reta 1. Na Figura 39c e 39d, é possivel observar que o
fendmeno de fluorescéncia acontece nas particulas do sedimento, atribuidas a outros compostos
do sedimento, MO (Figura 39c) e Chl-a, especificamente (Figura 39d), enquanto nos espacos
vazios entre as particulas do sedimento, ha predominéncia de transmissdo de luz. A intensidade
de fluorescéncia em funcdo da distancia da reta 1 (Figura 39f) mostra um aumento na emissao
de fluorescéncia de Chl-a e MO ligada na fracdo mineral com uma diminuicdo de 43% na luz
transmitida. Em contraste, nas distancias de 0 a 2,5 um e de 15 a 20 um, fora da particula do
sedimento, a intensidade de fluorescéncia estd quase ausente, revelando que o Chl-a e 0 MO
estdo associados entre si e com a fracdo inorgénica, e tem uma maior afinidade para a fracao

mineral do que a solucdo aquosa.

4.3.2.3 Avaliacdo semiquantitativa da clorofila a por LIFS

As Figuras 40a e 40b mostram os espectros LIFS de 450 a 893 nm das amostras de
sedimento do Rio Piracicaba (estagdo 2) e do Rio Tieté (estacdo 5), respectivamente. Os
espectros de emissdo de fluorescéncia LIFS para amostras de sedimento inteiros apresentaram
duas bandas de emissdo com maximo em cerca de 518 e 678 nm que sdo devido a emissdo
diferenciada de outras fragdes da MO e Chl-a (CHEN et al., 2015). Os resultados obtidos com
LIFS corroboram com os resultados obtidos com CLSM para as amostras de sedimento. De
acordo com os espectros LIFS, no Rio Piracicaba, a intensidade de fluorescéncia da banda de
Chl-a foi maior na camada superior do testemunho de sedimento, e diminuiu em direcdo as
camadas mais profundas. Na camada mais profunda, nenhuma banda de Chl-a foi observada.
Ja no Rio Tieté, a banda de Chl-a foi observada em todas as camadas, sendo mais intensa na

camada superior.
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Figura 40 — Espectros LIFS das amostras de sedimento do Rio Piracicaba (estagdo 2) (a), Rio

Tieté (estacdo 5) (b), e os respectivos gréficos da primeira derivada do espectro de 450 a 893

nm (c e d).
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Fonte: Autoria propria.

Considerando a dificuldade de realizar a deconvolucéo espectral para calcular as areas
individuais das bandas da MO e Chl-a no espectro LIFS, visto que as bandas de Chl-a e MO se
sobrepdem, a primeira derivada foi escolhida como técnica de processamento dos espectros. As
Figuras 40c e 40d mostram a primeira derivada de 450 a 893 nm das amostras de sedimento do
Rio Piracicaba (estacdo 2) e do Rio Tieté (estacdo 5), respectivamente, em trés diferentes
profundidades. A primeira derivada como técnica de processamento dos espectros permitiu a
individualizacdo dos sinais da MO e Chl-a, eliminando o efeito de sobreposicao das bandas.
Este tratamento de sinal dos espectros LIFS pode permitir uma analise semiquantitativa em
grande escala do contetido de Chl-a em sedimentos de rios eutrofizados, o que pode ser uma
boa ferramenta para monitoramento ambiental.

A distribuicdo da taxa de variacdo maxima da primeira derivada da banda de clorofila a

em 678 nm (6Chl-as7g) nos testemunhos de sedimentos do Rio Piracicaba (estagdes 1, 2 e 3), na
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regido de confluéncia (estacdo 4) e no Rio Tieté (estacOes 5, 6 e 7) sdo mostrados na Figura 41
junto com a distribuigé@o de TC. Nas estac¢Oes de coleta localizadas no Rio Piracicaba (estacfes
1, 2 e 3), a maior 6Chl-as7s foi encontrado na camada superior dos testemunhos de sedimento e
diminuiu em direcdo as camadas mais profundas. A 8Chl-as7g para as estacfes 1, 2 e 3 variou
de 5,37 a 13,63 (CV = 0,30), de 1,68 a 31,26 (CV = 1,22) e de 4,39 a 30,69 (CV = 0,70),
respectivamente. As distribui¢des da 6Chl-ag7g nos testemunhos de sedimentos da regido da
confluéncia e o Rio Tieté foram diferentes do Rio Piracicaba. Na regido da confluéncia, a 3Chl-
as7g Variou de 13,60 a 50,60 (CV =0,31), com maior valor na profundidade de 25,0 cm. A 3Chl-
as7g para as estacdes 5, 6 e 7 variou de 31,55 a 53,36 (CV =0,19), de 6,75 a 46,02 (CV =0,55)
e de 13,91 a 33,87 (CV = 0,30), com os maiores valores nas profundidades de 22,5; 5,0 e 15,0
cm, respectivamente. A distribuig¢do da dChl-aszs nos testemunhos de sedimentos com base nos
métodos LIFS desenvolvidos apresentou um comportamento comparavel a distribuicdo TC em
todas as estacOes de coleta. A andlise de regressd@o encontrou relagdes positivas entre a
distribuicdo da 6Chl-as7s € a distribuicdo do TC ao longo dos testemunhos de sedimentos das
estacOes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 foram 0,84; 0,61; 0,96; 0,76; 0,61; 0,61 e 0,78, respectivamente.
Essas relagdes positivas, que variam de fortes a muito fortes, sugerem que o acimulo de C pode

estar relacionado a Chl-a (MO fresca).



Figura 41 — Distribuigdo da taxa de variagdo méxima da primeira derivada da banda de

130

clorofila a em 678 nm (6Chl-a678) ao longo dos testemunhos de sedimento das esta¢des de

Fonte: Autoria propria.
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4.3.2.4 Implicagdes Ambientais

A presenca de Chl-a foi observada nos sedimentos de ambos os rios estudados. No
entanto, o Rio Tieté apresentou maior contetdo de Chl-a do que o Rio Piracicaba. A quantidade
mais significativa de nutrientes no Rio Tieté é causada pelo seu curso, abrangendo areas urbanas
e algumas fazendas produtivas no meio rural. Este grande aporte de nutrientes leva ao
crescimento excessivo de algas e macrofitas aquaticas, causando eutrofizacdo e deposigdo de
Chl-a nos sedimentos. Apesar do elevado contetdo de P em ambos os rios, como mostrado na
secdo 3.3.2, a concentracdo média de TP foi maior no Rio Tieté (4316,16 + 1062,63 mg kg™ P)
do que no Rio Piracicaba (1800,17 + 696,82 mg kg™ P). Normalmente, TP, nitrogénio total,
demanda quimica e bioquimica de oxigénio, disco de Secchi, concentracéo de Chl-a e biomassa
fitoplanctonica descrevem o estado de eutrofizacdo em corpos d'adgua (DU et al., 2019). No
entanto, o contetdo de Chl-a pode resultar do aumento da producéo primaria e do processo de
eutrofizacdo, portanto sua medicéo direta pode mostrar o grau de eutrofiza¢do dos rios.

A CLSM se mostrou uma ferramenta eficiente para a caracterizacdo de Chl-a presente
em sedimentos. Essas andlises inéditas mostraram que o Chl-a tem maior afinidade e esta
fortemente ligado a fracdo mineral do sedimento, ficando menos disponivel para ser extraido
em solucédo aquosa. Portanto, a interacdo de Chl-a com particulas minerais de sedimentos sugere
que os sedimentos de rios eutrofizados s&o um sumidouro de Chl-a e podem representar um
reservatorio de C nos corpos aquaticos. A menor solubilidade em &gua e a resiliéncia em
particulas minerais mostram estabilidade na ligacdo de Chl-a e particulas minerais. A
associacdo organomineral implica maior energia de ligacdo entre a Chl-a e o mineral,
termodinamicamente desfavoravel para a assimilagdo de microrganismo do que uma Chl-a ndo-
ligada ou livre. Além disso, com base na interacdo de Chl-a com a fracdo mineral, a analise de
testemunhos de sedimentos permite avaliar a historia de eutrofizacdo de um rio, cuja presenca
de Chl-a em profundidade pode sugerir uma deposicéao antiga.

Além disso, este estudo demonstrou a aplicacdo inovadora do LIFS combinado com a
primeira derivada como uma técnica para processar 0s espectros e semiquantificar Chl-a em
sedimentos em grande escala. Esta técnica permite a analise direta da amostra de sedimento
sem o uso de reagentes. Assim, 0 método proposto para semiquantificar Chl-a em sedimentos
esta ao alcance financeiro dos 6rgdos responsaveis pela preservacao e restauracdo da qualidade
dos ecossistemas aquaticos para verificar a eutrofizacdo de rios, permitindo amostragem em

diversos pontos para monitoramento e mapeamento do estado dos corpos d'agua.
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4.3.3 Considerac0es parcial

Este estudo mostrou pela primeira vez que CLSM e LIFS podem fornecer analises
diretas de Chl-a em sedimentos e tém o potencial de superar as desvantagens associadas ao
procedimento de extracdo. A CLSM se mostrou uma ferramenta eficiente para obter
informacdes sobre a oxidacdo da Chl-a em sedimentos e sua interagdo com as particulas
minerais. Como a avaliacdo do contetdo de Chl-a nos sedimentos pode refletir a eutrofizacéo
dos corpos aquaticos, o LIFS combinado com a primeira derivada dos espectros demonstrou
ser uma ferramenta inovadora e rapida para analise semiquantitativa do contetdo de Chl-a em
sedimentos quando comparado com a CLSM, permitindo inferir o estado de eutrofizagdo de
corpos aquéticos. Além disso, os resultados mostraram que a resiliéncia Chl-a pode néo estar
exclusivamente relacionada as condi¢des andxicas dos sedimentos, mas também as interacfes

organominerais que podem restringir a acessibilidade microbiana.
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO

A técnica LIBS demonstrou grande potencial para ser utilizada no monitoramento de
ecossistemas aquaticos no que concerne ao grau de eutrofizagdo e os niveis de PTEs (Cr, Cu e
Ni) em testemunhos de sedimentos. Os métodos desenvolvidos empregando SP e DP LIBS
apresentaram LOD de 709 mg kg e 349 mg kg2, respectivamente. Sendo assim, 0s métodos
possuem sensibilidade satisfatdria para determinacgdo de P nos sedimentos, visto que, os LODs
dos métodos ficaram abaixo de 750 mg kg, o qual é considerado pelas leis brasileiras como o
valor maximo de origem natural. Além disso, as determinacGes se mostraram precisas e
aceitaveis para medidas de amostras sem preparacao, sendo encontrados erro percentual médio
para as curvas de calibracdo de 12% e 11% para SP e DP LIBS, respectivamente, e para as
curvas de validacdo de 14% e 10% para SP e DP LIBS, respectivamente. Contudo, para a
determinacéo de Cr, Cu e Ni em sedimentos € necessario a utilizacdo de um sistema DP LIBS,
0 qual possui sensibilidade maior quando comparado com o SP LIBS, uma vez que, baixas
concentragdes dos PTEs séo capazes de causar danos ao meio ambientais e oferecer riscos a
saude publica. O melhor modelo desenvolvido para Cr foi empregando a compatibilizacdo de
matriz (CM) e para Cu e Ni foi empregando a padronizacdo interna (PI). Estes modelos
apresentaram RMSEV de 7,54 mg kg, 14,53 mg kg? e 8,29 mg kg* para Cr, Cu e Ni foi,
respectivamente. Portanto, os modelos possuem sensibilidade e precisdo adequada para a
quantificacdo dos PTEs avaliados, visto que, de acordo com a legislacdo brasileira a
concentragdo inferior de TEL para Cr, Cue Ni é <37,3mg kg?; < 35,7 mg kg e <18 mg kg
l.

A avaliacdo das propriedades dpticas e da estabilidade da MO extraida dos sedimentos
por meio da EEM e da supressdo de fluorescéncia, respectivamente, permitiram inferir sobre
sua composicdo, origem e capacidade de complexar ou liberar esse PTEs. Os resultados
sugerem que a EOMSed do Rio Piracicaba € mais aromaética e de origem autoctone e aléctone
derivada da MO do solo, enquanto do Rio Tieté € predominantemente antropogénica. Com 0s
ensaios de complexacdo entre a EOMSed e a Cu(ll), foi possivel inferir que as fracGes
aromaticas do Rio Piracicaba, podem interagir mais com o ion metélico do que o Rio Tieté, o
qual apresentou baixa capacidade de complexacdo (CC). A regido de confluéncia revelou
informacdes sobre ambas as bacias hidrograficas que a forma, que provavelmente sdo
caracteristicas do rio a jusante. De acordo com os resultados obtidos para a confluéncia, pode-
se inferir que a Bacia do Tieté aporta de maneira mais negativa a jusante.

Além da concentragdo de TP nos sedimentos, o0 monitoramento da fluorescéncia da Chl-

a nos sedimentos mostrou ser uma ferramenta eficiente para avaliar o grau de eutrofizagdo de
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rios. A CLSM permitiu verificar que a Chl-a tem maior afinidade e é mais preservada e menor
oxidada na fragdo mineral do sedimento, sugerindo que sedimentos sdo um sumidouro de Chl-
a e podem representar um reservatorio de C nos corpos aquaticos. A LIFS combinada com a
primeira derivada dos espectros mostrou ser capaz de semiquantificar a Chl-a em sedimentos
sem 0 uso de reagentes quimicos, permitindo inferir sobre o grau de eutrofizacdo dos rios
estudados. O método desenvolvido tem grande potencial para ser aplicado em larga escala
porgue nao usa reagentes quimicos e as analises sdo de baixo custo.

A combinacdo dos métodos desenvolvidos baseados em técnicas fotbnicas mostrou ser
eficiente para 0 monitoramento de ecossistemas aquaticos. Através da analise de sedimentos
foi possivel avaliar o grau de eutrofizacéo de rios por meio do contetdo de TP e Chl-a, 0s riscos
ecoldgicos e nivel de poluicdo causada por PTEs, as interagdes da MO e Chl-a com a fracdo
mineral e diferenciar a composicéo e origem da MO mais reativa. Contudo, como os sedimentos
sdo ambientes dindmicos, perturbacdes naturais ou antropogénicas podem causar seu
revolvimento, por isso seria interessante realizar a datacio dos sedimentos por **C ou 1°Pb,
visto que a profundidade ndo € linear com o tempo. Também pode-se pensar em desenvolver
métodos para 0 monitoramento de ambientes aquaticos a partir da analise de materiais em
suspensdo na agua, principalmente por causa da facilidade de amostragem quando comparada

com sedimentos.
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APENDICE A — Avaliacdes de risco ecolégico
Tabela 1A — EquacGes usadas para realizar as avaliacGes de risco ecolégico.

APENDICE

Avaliagéo de risco ecolégico
Parametros usados
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Referéncia

Descricéo Equacéo
Indices de poluicéo simples
Fator de contaminagéo CF = ¢ C = Concentragdo de espécies quimicgs na ma@riz (mg kgh; Keshavarzi e

(CF) Cres Cret = Concentragao de fundo de espécies quimicas (mg kg?). Kumar (2019)

indice de geoacumulagio (lgeo) lgeo = log, L] Muller (1969)

15 - Cref
Cre = Concentragdo de espécies quimicas de referéncia (Fe) no sedimento (mg kg
(C/Cref) by Emenike et al.
Cre_ref = Concentragdo de fundo de espécies quimicas de referéncia (Fe) no (2020)

Fator de enriquecimento
(EF)

EF = ——T7 _
(CFe/CFejef)

sedimento (mg kg™?).

Indices de poluicdo combinados

Hakanson (1980)

CFj= Fator de contaminag&o da matriz devido a espécie quimica j;

Grau modificado de
contaminagdo

n = Numero de espécies quimicas.

CrL = Valor de referéncia estabelecido pela legislacdo nacional para a espécie

Qingjie et al.
(2008) e He et al.
(2019)

(mCq)

indice de poluicéo de limiar
integrado (IPlIvh)

quimica j (mg kg™).

Dolezalova
Weissmannova et

indice de carga de poluigdo

(PLI)

Tr,j = Fator de resposta toxica da espécie quimica j.

al. (2019)

Emenike et al.
(2020)

Indice de risco ecolégico
potencial
(PERI)

PEL = Nivel de efeito provavel (mg kg).

Gao e Li (2012)

Quociente de nivel de efeito

provavel médio

Zhang et al.
(2016)

(m-PEL—-q)

indice de risco toxico
(TRI)

TEL = Limite de efeito de limiar (mg kg™).

Fonte: Autoria propria.



APENDICE B - indices ecolégicos e avaliacdo da poluicdo usando SQGs

Tabela 2A — Parametros e valores de referéncia usados para o calculo dos indices ecoldgicos e avaliagdo da poluicdo usando SQGs.

Parametros Estacéo Cr Cu Fe Ni

1 1,00° 10,50 9633,25 5,83
2 1,00 ° 10,67 9103,67 8,50
3 1,00° 11,00 6871,00 10,75

Crer (Mg kg?)

. 4 1,00 ° 12,67 9760,33 17,00
5 1,00° 4,00 10486,71 21,73
6 1,00° 4,71 10854,71 23,41
7 1,00 ° 6,25 6465,25 24,95

CrL (mg kg?) ¢ 37,30 35,70 n.d. 18,00

T.¢ 2,00 5,00 n.d. 5,00

TEL (mg kg™) &f 37,30 35,70 n.d. 18,00

PEL (mg kg™?) &9 90,00 197,00 n.d. 36,00

Fonte: Autoria propria.

n.d. - ndo determinado; ? Valores retirados de Bramorski (2004); ° limite de quantificacdo (LOQ)
apresentado em Bramorski (2004) foi utilizado uma vez que as concentracfes de Cr fornecidas por
esta referéncia estavam todas abaixo do valor do LOQ; ¢ Valores retirados do BRASIL (2012); ¢
Valores retirados de Hakanson (1980) e Ullah et al. (2019); ¢ Valores retirados de Buchman (2008);
Mesmos valores do Nivel 1 (Limiar abaixo do qual ha menor probabilidade de efeitos adversos a
biota) definidos pelas diretrizes do BRASIL (2012); ¢ Mesmos valores do Nivel 2 (Limiar acima do
qual hd maior probabilidade de efeitos adversos a biota) definidos pelas diretrizes do BRASIL (2012).

157



APENDICE C - Classificacao de riscos ecoldgicos e poluicio ambiental

Tabela 3A — Classificacao de riscos ecoldgicos e poluicdo ambiental.
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Categoria 0 1 2 3 4 5
Nivel de . . Baixo a Moderadamente Moderadamente Fortemente Fortemente a
contaminagio Né&o poluido moderadf:lmente poluido a forter,nente poluido extrema,mente
poluido poluido poluido
lgeo ® <0 0-1 1-2 2-3 3-4 4-5
EF? <1 1-3 3-5 5-10 10-25 25-50 > 50
mCq <15 1,5-2,0 2,0-4,0 4,0-8,0 8,0 - 16,0 16,0 -32,0 >32,0
Pl © - <1 1-2 - 2-5 - >5
Categoria 0 1 2 3 4 5
Risco Insignificante Baixo Moderado Consideravel Alto Extremo
PERI ¢ - <150 150 — 300 - 300 - 600 > 600
TRIf <5 5-10 10-15 15-20 >20 -
Categoria 1 2 3 4
Probabilidade 10% 25% 50% 76%
de ser toxico
m-PEL-q ® <0,10 0,11-1,50 1,51-2,30 > 2,30
Categoria 1 2 3
vae! de N Né&o poluido Niveis basicos de poluicdo Poluido
contaminacao
PLI¢ <1,0 =10 >1,0

3 Keshavarzi e Kumar (2019); ® Abrahim e Parker (2007); ¢ He et al. (2019); ¢ Emenike et al. (2020); ¢ Long e MacDonald (1998);
Zhang et al. (2016).
Fonte: Autoria propria.



APENDICE D - Qualidade do sedimento de acordo com SQGs
Tabela 4A — Qualidade do sedimento de acordo com SQGs

Concentracédo (mg kg™) Cr Cu Ni
Média 45,52 66,08 35,49
Minimo 33,27 30,25 18,23
Maximo 56,84 123,63 63,93
Avaliacao da qualidade do
sedimento
% de amostras < TEL 14,3 28,6 0,0

% de amostras entre TEL e
PEL
% de amostras > PEL 0,0 0,0 42 9

85,7 71,4 57,1

Nenhum valor de SQGs padréo estava disponivel para Fe.
Fonte: Autoria propria.
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APENDICE E — Valores de indices combinados em cada ponto de amostragem

Tabela 5A — Valores de indices combinados em cada ponto de amostragem.
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Estacdo PLI mCq PERI IPlth m-PEL-q TRI
1 7,49 14,85 125,61 1,09 0,40 2,47
2 6,07 12,22 101,63 0,97 0,37 2,22
3 7,96 15,73 124,82 1,28 0,48 2,92
4 6,82 13,51 115,46 1,63 0,65 3,75
5 12,53 23,28 277,83 2,82 1,00 6,41
6 7,13 13,86 159,45 1,60 0,53 3,61
7 11,06 21,00 208,54 2,38 0,83 5,38

Fonte: Autoria propria.



APENDICE F — Caracteristicas da matéria organica extraida dos sedimentos
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Tabela 6A — Concentracdo média de carbono organico ndo-purgavel (NPOC) e

nitrogénio organico total (TON), rendimento de extragdo alcalina, razdo molar
NPOC/TON e absorbancia ultravioleta especifica a 254 nm (SUVA2s) da matéria

organica extraida de sedimentos para todas as amostras de sedimentos.

Rendimento de

Estacio Profundidade NPOC TON extracio Razado molar SUVA2s4

¢ (cm) (mgCg?  (mgNg?h © /og NPOC/TON (L mg'm™)
5,0 8,12+0,02  1,05:0,01  29,88+233  6,63+0,0002 6,94 + 0,02

15,0 8,15+0,03  1,05:0,01  3584+055  6,63+0,0002 6,80 +0,03

22,5 9,1240,03  1,15+0,01 4523 +1112  6,81+0,0003 6,67 +0,03

27,5 10,2840,02  1,3240,00  4342+102 6,67 +0,00004 5,73 +0,02

. 32,5 8,30£0,06  1,06%0,00 36,90 +1,12  6,71+0,0003 6,66 + 0,06
37,5 9,7120,08 1,210,001  46,13+0,75 6,90 +0,0006 5,56 + 0,08

41,0 8,14+0,07  0,98+0,00  41,47+096  7,14+0,0001 7,09 +0,07

43,0 9,10£0,04  1,12+0,00  43,74+0,70  6,96+0,0001 6,08 + 0,04

45,0 9,04+0,01  1,19¢0,00  39,08+042  6,52+0,00003 6,12 +0,01

47,0 10,23:0,04 1252001 44,60 £170  7,00+0,0002 5,97 +0,04

2,5 13,1240,12  1,77%0,02 39,50 £0,95  6,35+1,003 5,39 £ 0,12

7,5 11,43¢0,10  1,50+0,02  4041+135  615+1,002 4,89 +0,10

12,5 9,0740,09  1,20:0,01  3556+0,88  6,49+0,0007 5,63 +0,09

17,5 9,48#0,11  1,17¢0,01  37,74+098  697+1,001  534+0,11

) 22,5 9,21#0,08  1,12¢0,01  39,72+1,00  7,08+0001 587 +0,08
26,0 8,96£0,06  1,07+0,01  38,68+065  7,17+0,0006 6,32 +0,06

28,0 9,31#0,04  1,03:0,01  43,93+094  7,73+0,0005 6,38 +0,04

30,0 11,424¢0,06  1,124001  43,89+0,86  8,74+0,0005 6,32 +0,06

32,0 13,5440,03  1,27+001  4329+098  9,17+0,0002 6,70 +0,03

34,0 10,980,07  1,20#001  4761+116  7,84+0,0004 7,10 +0,07

5,0 15,3740,05  2,302001  31,10£0,47  572+0,0005 6,56 + 0,05

12,5 15,5840,05  2,33:001  4553+0,79  573+0,0005  4,68+0,05

17,5 14,08£0,03  2,03+0,02  47,32+0,64  594+0,0006  4,75+0,03

22,5 11,40£0,06  1,59+0,02  4292+0,88  6,14+0,001  6,03+0,06

3 27,5 12,36£0,07  1,702002  51,15+097  623+0,001  535+0,07
31,0 9,80+0,04  1,44+0,01  39,88+0,69  589+0,0003 7,91 +0,04

33,0 11,9440,05  1,5820,01  52,18+120  650+0,0006 6,15+ 0,05

35,0 11,6740,10  1,50#001  47,75+103  6,68+0,001  6,29+0,10

37,0 11,05£0,02  1,324001  4925+138  7,19+0,0002 7,28 +0,02

5,0 22,46£0,04  3,75:0,01  39,00£058  513+0,0005 3,88 +0,04

15,0 18,06£0,07  3,15+0,02  4356+0,65  4,91+0,001 4,40 +0,07

25,0 16,95£0,08  3,04+0,03  41,82+058  4,78+0,002  4,05+0,08

32,5 1356£0,05  2,27+001  3873+051  513+0,0003  4,31+0,05

37,5 10,39£0,11  1,98%0,02  2822+060  4,49+0,003  553+0,11

4 42,5 18,36£0,06  3,14+0,01  43,80+059  501+0,0005 3,64 +0,06
47,5 12,290,08  2,18%001  38,09+058  4,83+0,001  3,91+0,08

52,5 8,0740,07  1,44+0,01  33,07+057  4,81+0,0009 5,63 +0,07

57,5 10,7840,08  1,92+0,02  36,77+0,64  4,81+0,002  508+0,08

61,0 10,85:0,01  2,01#001  38,77+041  4,63+0,0001 4,07 +0,01

64,5 7,16£0,06  1,50+0,01  27,09+046 4,080,001 538 +0,06

5 5,0 2255+0,17  3,21#001  43,02%212  6,03+1,001  4,04%0,17
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15,0 24,24+0,14 3,46+0,01 48,32 £ 0,94 6,01 +1,002 3,78+0,14
22,5 31,49+0,22 4,62+0,03 47,80 +£1,24 5,85 + 2,006 3,40 +0,22
27,5 18,97+0,11 2,56+0,00 42,31 +0,84 6,34 +1,0002 3,60+0,11
32,5 18,17+0,07 2,86+0,01 36,30 + 0,80 5,44 +0,0007 4,87 +0,07
37,5 20,52+0,13 3,35+0,02 37,09+ 0,80 5,25 + 0,002 3,98 +0,13
41,0 18,86+0,12 3,07+0,01 40,46 +1,00 5,26 + 0,001 3,11+0,12
43,0 10,24+0,01 1,86+0,01 33,16 +£0,40 4,71 +0,0001 5,03+0,01
45,0 15,26+0,15 2,49+0,01 36,32+ 1,03 5,25+ 0,001 3,72+0,15
47,0 15,74+0,12 2,61+0,01 36,35+ 0,76 5,17 +1,0007 3,68 +0,12
50 15,73+0,15 2,55+0,03 47,66 £1,21 5,28 + 0,005 3,31+0,15
15,0 7,23+0,08 1,38+0,01 37,19+ 0,52 4,48 +0,0008 3,98 + 0,08
21,0 11,08+0,11 1,96+0,03 36,51 + 0,68 4,85 + 0,003 3,78+0,11
23,0 12,45+0,11 2,04+0,01 39,72 +0,71 5,23 £ 0,002 3,88+0,11
25,0 13,62+0,13 2,21+0,02 37,18 £0,75 5,28 £ 0,003 4,40+0,13
27,0 14,94+0,09 2,27+0,02 45,95 + 0,92 5,64 + 0,002 4,09 +0,09
29,0 15,30+0,11 2,57+0,03 41,89 £+ 0,65 5,11 £ 0,003 3,39+0,11
31,0 10,97+0,04 2,07+0,03 38,68 +0,51 4,56 + 0,001 2,67 0,04
33,0 5,73+0,14 0,97+0,01 39,75+ 0,90 5,05 + 0,002 3,80+0,14
50 13,85+0,03 1,92+0,01 31,54 +0,39 6,19 + 0,0002 6,30 £ 0,03
15,0 21,44+0,05 3,52+0,01 37,16 £ 0,46 5,22 +0,0006 4,10 +0,05
25,0 14,76+0,07 2,29+0,02 34,86 + 0,61 5,53 +£0,001 5,36 £ 0,07
32,5 16,28+0,12 2,39+0,01 45,89 + 0,87 5,84 +£ 0,002 4,03+0,12
37,5 15,05+0,14 2,16+0,02 44,21 +1,10 5,97 £ 0,002 4,36 +0,14
42,5 15,41+0,10 2,34+0,02 52,00 + 10,36 5,65 + 0,002 4,23+0,10
47,5 14,42+0,08 2,37+0,02 34,24 + 0,68 5,21 +£0,002 4,66 + 0,08
51,0 18,29+0,17 2,90+0,01 44,32 £0,91 5,42 £ 0,003 3,50 +£0,17
53,0 17,75+0,03 2,80+0,01 42,37 +£0,49 5,44 +0,0003 3,71 +0,03
56,5 15,13+0,12 2,37+0,01 43,96 £ 0,93 5,47 £0,001 4,12+0,12

Fonte: Autoria propria.
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APENDICE G - Distribuico das constantes de estabilidade condicional para as
interacdes de Cu(ll) com a EOMSed

Tabela 13 — Distribuicéo das constantes de estabilidade condicional para as interagdes de
Cu(ll) com a EOMSed, utilizando o modelo de equilibrio 1: 1 proposto por Ryan e Weber
com as componentes 1 e 2 obtidos pelo PARAFAC.

Log,;, de Ky
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CE ]
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Fonte: Autoria propria.
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Total phosphorus determination in eutrophic
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breakdown spectroscopy techniquest
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Total phosphorus (TP] in sediments is an important chemical vanable in the study of the extent of
eutrophication in water bodies. Two methods, based on single pulse [EF) and double pulse [DF) laser-
induced breakdown spectroscopy [LIBS), were developed for determining TP in the sediment cores of
Brazilian nwers upstream from the Bama Bonta reserecir. TP concentration in the sediments was
determined by inductively coupled plasma optical emission s pectrometry ICP OES) on digested samples.
Besides, a LIBS systemn operating in 5P and DPF modes was used to develop methods for TR
quantification in sediment pellets. In LIBS. the most approprate wavelength to mesure Powas
21491 nm. The calibration curves showed correlation coefficients of 0193 and 092 and limits of
detection of 709 mg kg " and 349 mg kg~ for 5P and DP LIBS, respectively. The two proposed methods
were validated and the aversge percentage emors were 14% and 10% for SP and DP LIBS, respectively.
The ICP OF% and 5P and DP LIBS data showed that the most superficial layers of the Piracicaba Rver, all
the sedimentary layers of the Tieté River, and the confluence region present a high concentration of TR,
aoconding to the Brazilian sediment quality criterion. In conclusion, 5P and DF LIBS were confirmed as
promising altemative tools to traditional analytical methods for montorng the TP content in the
sediments that come from different hydrographic units. The proposed method using DP LIBS proved
more sensitive than 5P LIBS, but the SP LIBS method demonstrated encugh precision for determining TR

e liimethods in eutrophic river sediments.

1. Introduction

The origin of P in sediments can be natural, coming from
outside the aguatic system (allochthonous) or from within the
system (autochthonous), and anthropogenic.® Depending on
the concentration, P can be harmful to the aguatic system,
accelerating the eutrophication process of rivers.*™ The most
severe environmental consequence is the decrease in dissolved
oxygen in the water, causing the death of plant and animal
species. Also, it changes the taste and smell of water.*

Total phosphorus (TF) is an important chemical variable in
the study of sediment quality, as it enables the assessment of
the nutrient load and the extent of the degree of eutrophication
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of water bodies. Chemical analysis of sediment cores is used o
evaluate the distribution of the elements in depth and correlate
the profile obtained with the history of land use and occupation
and, consequently, with potential anthropic contributions,
These conditions are not always detectable using water vari-
ables. The official method for determining TP in sediments is
the USEPA 6010C method® This method uses inductively
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP QES) for
determination and requires trestment of samples, such as wet
decompaosition using high volumes of mddizing mictures**
Thus, it generates considerable amounts of chemical residues,
disagrecing with the prindples of green chemistry.®
Laser-induced breakdown spectroscopy (LIES) is an alterna-
tive method to overcome the disadvantages associated with
sample preparation, as it provides direct analysis, thus elimi-
nating or reducing the use of chemical reagents. Besides, the
LIBS technique has other advantages, such as relatively low
analysis cost when compared to conventional analytical
methods and fast real-time analysis. LIBS is an optical emission
spectroscopy technique that uses lasergenerated plasma to
vaporize, atomize and excte analytes. When the excited species
return to & lower energy state, they emit discrete emission lines
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Faywonds:

Lazer-induced breakdown spectrascopy (LIBS) is a fast, Low analytical cost, envircnmentally clean technique that

MBS does not reguire the use of reagents for sample preparation. However, regardless of the LIS setup, it has lim

Dasiigm of expaeriments
Central composite design
Fracthonsl fartorial design
Sedirniit

itations in terms of sensitivity and precision, especially when applied to complex samples, such as river sediment.,
Tos overcame these limitations, in this waork, different experimental parameters were optimizsd for muolti-element
analysis af a river ssdiment sample wing design of experiments (DOE) approaches, i, fractional factorial and

central composite designs (CCDN. The findings demonstrated that DOE applied to the LIBS technigues can be nsed
as an eficient tool for optimizing the key parameters affeciing sediment analysis by LIES.

1. Intreduetion

Lager-induced breakdown specmoscopy (LIBS) iz a fact, low analyt-
ical coat, and environmentally clean technique, which does not require
the 1me of reagents for sample preparation [1]. However, limitations of
LIBS, compared to claopical analytical techniques, are lower senzitivity
and precinion, due to marrix effects. The sensitivity of the single pulse
(5P} LIBS syetem can be increazed wing different kindz of expesimental
setupz, such az double pulse (DP) LIBS [2,5], rezonance-enhanced LIBS
[4,5], microwave-anzisted LIBS [6], spark dizcharge LIBE [7,3], cpatial
confinement of lager-indwced plasma [9], and the voe of a micro-torch
[10]. In addition to instrumental techniques to improve the sensitvity
of LIBS, strategies involving sample preweatment have been wged, such
2z the deposition of nanoparticles onto samples [11] and the addition of
2 palt containing eanily ionizable slements [12]

In LIBS, the meamurement precizion iz affected by marriz effecm [13],
the intenzity of the emitted nanosecond laser, and the nonlinear inter-
action between the nanosecond lazer and the zamples matrix [14]. One of
the wayz to overcome thic limitstion in to obtain tens or hundreds of
rpectra distributed in different regions of the sample, to decrease the
marrix effects and increase precivion [15]. Some parameters thar affect
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the plazma such 2z accumulated pulzes [16,17], the wavelength [15]
and energy of the nanosecond lazers [12,135], and the temporal param-
etere (delay dme and gate width) [20] play important roles in the
optimization of the zsignal-to-noize (5/M) ratio, with their ideal values
varying according to the sample composition. In BP LIBS, the inter-pulze
delay iz an important factor to connider for improving plarma emiszion
[21].

Decign of experiments (OE), 2 methodology based on mathematical
and gtatiztical theory, iz veed to plan and conduct experimentz by meanz
of the analygiz and interpretation of data obtainead from the experiments.
DORE allows input variables to be manipolated to imrestigate their effects
on the measured response variable [22]. When there are many factora to
be optimized, it iz necessary to select the variables that have the greatest
efects. Practional factorial designag can be used to perform the screening
of factora [23], but zince they only allow ftting of first order models,
another OR in needed w0 detsct corvamre. A three-level design (3 k
factorial design) i often performed to fit a second order model, but 2o
the number of factors increazes, it becomes inefficient and impractical,
oo a central compoaite design (CCD) may be wsed ingtead. CCD iz a
fraction of the 3 k factorial design, but it does not use unnecearany de-
grees of freedom (which increazec the coar of the experiment) [24]. The
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ABSTRACT

Edizorial handling by Dr. Zhenging Shi

Feywords:
River sedisnenis
Extracted argamic maioer
Flucississ e

Paralled facor analysis

Urbsam river pollution canses serious probdems o the environment, buman health, and water scarcity. Developing
toals ta identify and assess the health of aquatic river gystems is essential for monitoring the quality of rivers and
implementing actions. This stody aseesses the elemental and maolecular characteristics of organic matter (OM)
extracted from river sediments and asseciates them with river quality. To assess the quality of sediment cores, the
most reactive and available OM from two urban rivers (Tiste and Piracicaba Rivers, Sa0 Paulo, Brawil) was
isolated with alkaline and water solstions. It was then characterdzed by elemental composition, wlira-
vinket-visible spectroscopy, and fluorescence excitation-emission matric with parallel factor analysis. The
average vield of alkaline extraction was 40.71% = 5.52% of OM present in the bulk sedments. Extracted organic
matter from sediments (EOMSed) from the Tiete River presented the highest average concentrations of nom

purgeable organic cwbon (MPOC) and total coganic nitrogen (TON), and the kwest average NPOC/TON
milar ratios and specific UV abserbance at 254 nm (SUVAz.). Considering the high degree of estrophication in
the Tiete River, these results suggest a greater input of simple OM with nitrogenoas stroctures, The homic-like
component in EOMSed was the most abundant in both rivers. The aromaticity of EOMSed from the Piracicaba
River was evidenced by the greater contribation of complex stractures in the form of arematic and polyaromatic
miieties and higher SUV A, EOMSed from the Tiete River ako featored enhameed biological activity duoe to the
greater contribution of microbial-derived products and the presence of small molecules and nitrogenos strsc
tures, As this combination of elemental and spectroscopic techniques successfully identified the charscterigios of
extracted OM, it can be used as a tool 0 assess the global river quality,

1. Introduchon

biogeochemically active due to the pregence of many microbes and the
continuous input of organic and inorganic substances (He =z 2l | 201%;

Sedimentn connizt of particle accumulation with different phoyzical Fumwimba et al | 2017)_
and chemical propesties that are composed of inorganic and organic Organic matter {OM) in the sediments can originate from external
material The particles are trancportsd by water, air, erosion, and sources (allochthonous) or from the aguatic scocyztem itzelf (autoch-
weathering procespesr and dictributed along rivers (Murdoch and Mac- thomour) {Brailzford et al , 2019; Kindlar st al | 2011). Moreover, fvers

Enight, 1991; GSchorer and Eigele,

1997). The zediments are are responzible for tranmoferring carbon (C) bebween the terrestrial
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