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Resumo vii

RESUMO

As &reas de manguezais sdo importantes ecossistemas que desenvolvem funcdes
vitais em termos de aporte de nutrientes para a vida marinha e como area de
reproducao e abrigo para diversas espécies. Sao areas que apresentam um grande
acumulo de matéria organica, sendo as folhas das espécies vegetais existentes
neste ambiente consideradas como principal contribuinte para a sedimentagdo e
uma importante fonte de carbono para organismos heterotroficos. Neste estudo
andlises qualitativas e semi-quantitativas foram realizadas a fim de identificar
biomarcadores lipidicos em diferentes fracfes (livres, “OH labeis” e “H labeis”) que
foram extraidos de amostras de sedimentos e folhas de plantas do manguezal do
ltacorubi, llha de Santa Catarina. A realizacdo do estudo geoquimico da MO
sedimentar em concomitancia com a avaliagcdo lipidica das folhas de mangue nos
forneceu conhecimento para a distingdo entre as possiveis fontes naturais
(biogénicas) elou antropogénicas, responsaveis pela contaminacdo do meio. A
interpretac&o dos resultados foi feita através do indice Preferencial de Carbono (IPC)
e composicao elementar (C, H, N) que revelaram a contribuicdo mista de aporte
terrestre e aquético. Os baixos valores de potencial redox (Eh) encontrados nas
amostras de sedimento, entre — 250 mV a — 444 mV, sao caracteristicos de
ambiente redutor, induzido pela agdo da comunidade microbiana do ambiente. O uso
de razdes a partir das concentracdes dos esterdis C,; e Cyg, tais como colesterol/B-
sitosterol, coprostanol/epicoprostanol, coprostanol + epicoprostanol/esterois totais
evidenciaram a contaminacdo do manguezal por esgoto doméstico. Entre as
amostras de plantas o taraxerol foi encontrado apenas em Rhizophora mangle,
sendo portanto um biomarcador para esta espécie de mangue. Da mesma forma
friedelina, germanicol e betulina foram eleitos marcadores quimicos para MO
derivada da Avicennia schaueriana. Foram utilizados também métodos estatisticos
de andlises multivariadas (PCA e HCA) que apresentaram uma melhor correlacéo
entre a composicéo lipidica das folhas das plantas e a composicdo extraida do

sedimento.
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ABSTRACT

Mangrove ecosystems play a special rule as nutrient sources for the sea life and also
can be a shelter and reproduction place for several species. In these environments
sediments are very rich in organic matter, mainly due to the contribution of leaves
from native plant species, which are important carbon source for heterotrophic
organisms. In the present study, lipid biomarkers (different organic fractions:
unbound, "OH labile” and "H labile”) in surface sediments and leaves of Itacorubi
Mangrove, Santa Catarina Island, were qualitative and semi quantitatively analyzed.
Distinction between biogenic (natural sources) and antropogenic inputs were based
on the distribution of biomarkers found in the sediments and the leaves. Values of
C/N ratio and IPC index showed a mixed contribution of terrestrial and aquatic
origins. Low potential values (Eh), ranging from - 250 mV to - 444 mV, found in the
surface sediment samples are suggestive of very reducing conditions, possibly due to
sewage discharges and the action of local microbial community. The use of sterol
ratios such as cholesterol/B-sitosterol, coprostanol/epicoprostanol, total
epicoprostanol + coprostanol/sterols agreed with the Eh values, and are indicative of
sewage contamination. For the leave samples taraxerol was only found in
Rhizophora mangle, and can be considered a specific biomarker for this mangrove
species. On the other hand, friedelin, germanicol and betulin were elected as
chemical markers for organic material derived from the Avicennia schaueriana.
These results were used in statistical methods of multivaried analyses (PCA and
HCA), showing good correlation between the lipidic fraction of the plants and those

found in the sediments.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Geoquimica orgénica de sistemas aquéticos

O desenvolvimento de um estudo sistematico da composicdo organica
na crosta terrestres (geoquimica organica) é fato relativamente recente e tem
experimentado grande aceleragdo nas ultimas décadas em consequiéncia do
notavel desenvolvimento de novas técnicas analiticas instrumentais que vem
permitir a caracterizagdo, em micro-quantidades, de misturas organicas
complexas. Historicamente, os primeiros resultados foram a caracterizagdo de
porfirinas fésseis, evidenciando que complexas estruturas organicas poderiam
sobreviver milhdes de anos incorporadas a rochas e sedimentos (Cardoso &
Gabardo, 1981).

Assim, a identificacdo de pristano e fitano (originarios do fitol, presente
esterificado na estrutura da clorofila) em diversos xistos e estomatolitos do Pré-
Cambriano, foi interpretada como evidéncia da atividade fotossintética ha pelo
menos 3 x 10° anos (Calvin, 1969) (Figura 1).

CLOROFILA &

CLOROFILA b

cadeia isoprenoide - fitil
A e S A €
. /
[ N CH CH. CH CH, ﬁH
: : 2 § :
CH, CH, CH, CH,

)\/\)\/\/‘\/\/&m tano (hidrocarboneto isoprenéide Cig)
W T—

Fig. 1 — Estrutura quimica da clorofila e seus derivados em sedimentos.
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Portanto, a geoquimica organica trata de todos os compostos organicos
encontrados na geosfera. Estes compostos sdo essencialmente de origem
biologica, podendo ser incorporados em rochas sedimentares e preservados
por eras geoldgicas. O tempo de residéncia destes compostos na coluna
sedimentar é longo quando comparado ao tempo de vida de organismos, mas
pode ser curto quando comparado a duragdo de ciclos geolégicos. Apés a
deposicao, os lipidios podem ter a estrutura modificada e retornar a superficie
terrestre para participar novamente de reacdes biossintéticas (Killops & Killops,
1993).

A quantidade e a qualidade da matéria organica (MO) incorporada a
sedimentos dependem do teor do oxigénio presente no sedimento e na lamina
de 4gua sobrenadante (Tissot & Welte, 1984).

Em condic¢Bes 6xicas, biolipidios Iabeis (esterdis, carotendides, clorinas)
séo rapidamente destruidos ou sofrem substanciais alteragfes estruturais. Em
situagBes andxicas ocorre uma maior preservacao desta estruturas, por ser a
degradacgdo anaerdbia menos eficiente do que a decomposi¢cdo da MO por via
aerObia, gerando sedimentos com uma composiGdo organica mais
estreitamente relacionada a biomassa original (Eglinton & Murphy, 1969).

A instalacdo de condi¢Bes andxicas em ambientes aquaticos é, por sua
vez, consequéncia de uma alta taxa de sedimentagdo e produtividade
planctdnica, bem como de uma circulacdo deficiente das camadas de agua
mais profundas. Assim, a sedimentacdo de grandes quantidades de material
organico oxidavel ocasionara um grande consumo de oxigénio dissolvido
gerando condi¢gBes anodxicas (Killops & Killops, 1993).

Ambientes estuarinos como manguezais, por exemplo, sdo importantes
fontes de suprimento de nutrientes e se faz necessério, portanto, 0
conhecimento deste ecossistema, bem como sua preservagdo. Como estes
ecossistemas sdo bastante complexos, intervindo parametros fisicos,
biogeoquimicos e climaticos, todo conhecimento referente & composicdo
organica e as condicdes de sedimentacdo torna-se imprescindivel para
avaliacdo do meio quanto & impactagdo destes por derivados de petréleo e

efluentes domésticos.
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1.2 Reservas de carbono

A quimica dos compostos organicos € baseada no carbono apesar deste
representar apenas cerca de 0,08% da litosfera, hidrosfera e atmosfera
combinados e ser o décimo segundo elemento mais abundante da crosta
terrestre (Killops & Killops, 1993).

Um ponto de partida para todo e qualquer estudo de compostos
organicos € o ciclo do carbono, o qual nada mais € do que o mecanismo basico
para a producdo e renovagao de fontes de carbono considerando processos
fisicos, quimicos, biolégicos e geolbégicos que podem ocorrer em dias, semanas
ou até mesmo milhGes de anos (Figura 2). Sedimentos marinhos estdo
diretamente ligados ao ciclo do carbono desde o surgimento de plantas na
terra, ha cerca de 0,3 bilhdes de anos atras (Berner, 1992 e 1997).

CICLO GLOBAL DO CARBONO

gueima de  uso Os nimeros sio bilhdes de toneladas de carbono (GtC)
combustivel  agricola fotossintese .
fassil 0626 100120  respiragan

das plantas

40-50
decomposigio

53
-
/ M de residuos
i 5060 troca gasosa
J mar-superficie E
| " 4 100-115

1,6-2,4

J‘ ﬁ captado pelo oceano

Reserva Geologica

Fig. 2 — Sumario do ciclo do carbono: principais reservatérios e fluxos anuais de
carbono. Fonte: http://www.esd.ornl.gov/iab/iab2-2.htm
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Em estudos realizados por Kasting (1998), a atmosfera continha
aproximadamente 750 Gt do carbono na forma de CO,. A vegetagao terrestre
continha aproximadamente 610 Gt C, armazenados na maior parte como
celulose. Os solos retém duas a trés vezes mais na forma de MO morta, ou de
himus. O principal reservatorio de carbono sdo 0s oceanos que continham
aproximadamente 38.000 Gt - sendo a maior parte desta quantidade na forma
de bicarbonato dissolvido. Os combustiveis fésseis mantém uma importante
reserva de carbono, estando na ordem de 5000 Gt.

Observa-se, portanto, que todos os processos envolvidos no ciclo do
carbono podem ocorrer através de mecanismos naturais e/ou pela exploragdo
do homem, sendo este Ultimo o fator responsavel pelo acelerado e continuo
acumulo de MO. Sendo a MO o menor componente dos solos, sedimentos e
coluna d’dgua, a extensdo na qual influencia os vérios processos geoquimicos
destes sistemas naturais € desproporcional ao seu verdadeiro peso, ja que

uma pequena fracao é preservada na forma de fésseis geoquimicos.

1.3 Tipos de influxos & matéria organica sedimentar

A complexidade da composicéo lipidica em sedimentos aquaticos reflete
a diversidade do aporte de material biogénico e a variedade de modificagcdes
quimicas e microbiologicas que os lipidios sofrem no ambiente sedimentar
(Brooks et al., 1976).

A MO é primeiramente sintetizada por organismos vivos e apos isto €
depositada nos sedimentos. A fotossintese é a base da producao primaria de
MO, a qual ocorre através da captura de CO, atmosférico e energia luminosa
para a conversdo desta em carboidratos (glicose) e energia quimica
necessarios para o crescimento de plantas (Bresciani, 1998).

Em ambientes marinhos a fotossintese ocorre através de fitoplancton, o
qual produz MO em propor¢édo comparavel a plantas terrestres (Hedges, 1992).
A maioria dos fitoplancton é ingerida por zooplancton, outro grande contribuinte
para MO sedimentar.

Uma grande proporcdo de fluxo de energia em ecossistemas pode
passar através da cadeia alimentar de detritos, nos quais bactérias

heterotréficas sdo participantes proeminentes. Bactérias heterotroficas séo
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importantes em todos os sistemas sedimentares, e embora consumam detritos
organicos, elas enriquecem o ambiente com seus proprios detritos (Killops &
Killops, 1993). Embora a biomassa bacteriana seja relativamente pequena, sua
produtividade pode ser equivalente a cerca de metade dos valores
correspondentes a produgdo priméaria de fitoplancton (Bordovskiy, 1965).

A acumulacgéo fisica de particulas nas diversas bacias de sedimentagéo
resulta, em grande parte, de um processo de erosao das regides marginais.

Evidentemente, a existéncia de um capeamento vegetal contribui com
detritos organicos que sédo transportados e acumulados no sedimento em
formagdo sendo essa MO depositada rica em informag¢des quanto ao tipo de
vegetacao e, consequentemente, ao clima destas regides em épocas passadas
(Simoneit, 1977).

O aporte de plantas é outro importante contribuinte da producéo priméria
de MO sedimentar, estando divididas em dois grupos geoquimicamente
significantes com base na composi¢&o bioquimica:

a) plantas nédo vasculares, sem tecido lenhoso e celulose, como as algas, por
exemplo;

b) plantas vasculares, que tém tecidos, como gramineas, arbustos e arvores.
Este tipo de vegetacdo existe na terra e em partes alagadas como vegetagcao
emergente.

A contribuicdo de animais para a composi¢do de sedimentos é em geral
desprezivel, excegdo feita a ambientes proximos a grandes concentracdes
urbanas, onde o langcamento de efluentes de esgoto pode contribuir com
grandes quantidades de MO de origem animal.

Existe, portanto, quatro principais fontes de MO sedimentar. S&o elas em
ordem de importancia: fitoplancton, bactérias, plantas superiores e
zooplancton. Podemos considerar ainda a existéncia do reino fungi, mas a sua
importancia € mais visivel em ambientes terrestres, pois em ambientes
aquéaticos a degradacéao é feita principalmente por bactérias (Killops & Killops,
1993).

A caracterizacdo quimica dos tipos de influxo a sedimentos € possivel
em virtude das diferencas na composicdo e distribuicAo de estruturas
organicas. Tomando a distribuicdo de lipidios conforme a Figura 3 tem-se, por

exemplo, a ocorréncia de compostos com cadeias lineares (> Cy) dos tipos
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alcanos, élcoois, cetonas e &cidos carboxilicos nas partes aéreas de plantas
vascularizadas. Enquanto que algas e bactérias se caracterizam pela
ocorréncia de homodlogos com cadeias predominantemente de menores

extensdes (< Cy) (Eglinton & Hamilton, 1967).

Fotossintese

Biomassa| #aue ;Binmassa

vegetel | micnbizio ¢ microbiana
| [
|

Sedi;nentu
Exiracdo
(solventes
organicos)
|
[ 1
Fragdo Fragéo
<, ol insoldvel
| i ——
Estruturas Estruturas Predominante- | |Predominantemen-
lineares lineares mente alifaticos| [te aromaticos
RHROH  [RHROH] ¥ ,_m.h_,* ’
LontnBuIga0 micranians LOMADBUIGaD ¥egetals
RCUPI—I} RCOO : aioRs

Contrbuicdo microbiana  ONITBUIGaD vegetais superires

Fig. 3 — Principais fontes de contribuicdo e natureza dos constituintes organicos
presentes em sedimentos (Cardoso & Gabardo, 1981).
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1.4 Diagénese

A MO de organismos mortos € remineralizada quantitativamente para
dioxido de carbono em ambientes aquéticos. Entretanto, uma fracdo pequena
da biomassa total, em média menos de 0,1%, escapa da remineralizacdo e se
acumula eventualmente nos sedimentos (Holser et al., 1988). Como compostos
com rapidas taxas de retorno bioldgico, incluindo carboidratos, proteinas e
acidos nucléicos, sdo mais propensos a reciclagem, moléculas mais resistentes
como lipidios e biopolimeros estruturais recalcitrantes ficam concentrados no
meio (Tegelaar et al., 1989). Durante o transporte através da coluna d’agua, e
subseqglientemente no sedimento ndo consolidado, esta MO ¢ alterada por uma
variedade de processos quimicos e biolégicos denominados de diagénese
(Hedges e Keil, 1995; Hedges et al., 1997; Rullkotter, 1999). Durante a
diagénese uma fracéo dos lipidios e outros componentes de baixa massa molar
reagem via reacdes de condensacao e vulcanizagdo do enxofre (Sandison et
al., 2002) e se combinam com as macromoléculas resistentes a degradagéo
para formar o querogénio (De Leeuw & Largeau, 1993; Derenne et al., 1991).
Formalmente, o querogénio é definido como a fragdo de grandes agregados
quimicos na MO sedimentar que é insolivel em solventes. Em contraste, a
fracdo da MO que pode ser extraida dos sedimentos com solventes organicos
tais como o diclorometano e metanol, é definida como o betume.

O betume em sedimentos recentes € composto predominantemente de
lipidios funcionalizados. Durante a diagénese, estes lipidios sdo submetidos a
reacdes de oxidacdo, reducdo, sulfurizacédo, desulfurizacdo, e de rearranjo,
gerando uma disposicdo de produtos em parte ou inteiramente
desfuncionalizados que podem ter diferentes estéreo-isbmeros estruturais. A
analise destes produtos de alteracdo rende frequentemente informacdes
valiosas sobre as condi¢des quimicas que prevalecem no sedimento durante e
apoés a sua deposicéo (Killops & Killops, 1993).

A extensdo e a velocidade relativa das reacbes diagenéticas séo
dependentes das condigbes ambientais tais como o potencial redox do meio, o
pH e a disponibilidade de sitios cataliticos em superficies minerais. Em
sedimentos em que as condicdes redutoras prevalecem, biolipidios

eventualmente perdem todos o0s grupos funcionais, mas permanecem



Introducéo 8

identificaveis pelos esqueletos hidrocarbdnicos geologicamente estaveis. As
reacOes de diagénese na presenca da espécie reduzida do enxofre tém um
profundo efeito no destino sedimentar dos lipidios e de outros restos biolégicos
(Sinninghe Damsté & De Leeuw, 1990). O sequestro e a liberagdo subsequente
destes esqueletos preservados apos a deposicdo sedimentar fornecem um dos
mecanismos mais importantes para a preservacao da integridade estrutural de

biomarcadores especificos para organismo.

1.5 Biomarcadores geoquimicos

Posteriormente ao processo de deposicdo no sedimento alguns
compostos organicos existem como constituintes inalterados de suas fontes
biogénicas. Dependendo da especificidade destes compostos, é possivel obter
informacgdes dos tipos de organismos que contribuiram para a MO sedimentar e
estimar suas contribuigbes relativas (Killops & Killops, 1993). Esta frac&o
lipidica, que tem a caracteristica de se manter preservada ap0s 0 processo
diagenético e sua estrutura quimica ligada intrinsecamente a um precursor
bioldgico, contém os compostos denominados de biomarcadores ou fosseis
geoquimicos. A distribuicdo desses biomarcadores vem sendo utilizada na
geoquimica paleo-ambiental como tracadores da origem da MO sedimentar em
ambientes estuarinos (Grimalt & Olive, 1993).

Em sedimentos recentes a distribuicdo de biomarcadores torna possivel
a distingdo entre as contribuicdes dos principais grupos de organismos
(bactérias, fitoplancton e plantas vasculares), sendo possivel ainda a distin¢cao

entre niveis e subdivis6es taxonémicas (Figura 4).
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Fig. 4 — Relacdo evolucionaria de organismos e seus respectivos precursores
bioldgicos, divididos em trés reinos fundamentais.
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1.5.1 Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos sdo compostos quimicos presentes na constituicao
da MO vegetal, animal e na composi¢ao do petroleo. A estabilidade quimica e a
resisténcia destes compostos quanto a processos diagenéticos s&o
caracteristicas que possibilitam a utilizacdo desta classe de compostos como
biomarcadores, uma vez que apresentam uma estrutura molecular estavel de
modo a sofrer pouca ou nenhuma alteragdo ao longo do tempo de sua
permanéncia na MO sedimentar (Philp, 1985). Associados principalmente a
introducdo antropica de petroleo e seus derivados e & combustdo destes
produtos, hidrocarbonetos como os alcanos lineares, alcanos isoprendides e os
policiclicos aromaticos (HPA) tém sido exaustivamente utilizados em estudos
abrangendo as mais diversas regides do globo (Volkman et al., 1992).

Os hidrocarbonetos alifaticos saturados e de cadeias abertas néo
ramificadas, podem ser sintetizados por organismos terrestres, como plantas
superiores e bactérias, ou por seres marinhos como fitoplancton e zooplancton,
predominando a sintese de alcanos lineares com cadeias impares de carbono.
Em relagdo ao numero de carbonos da cadeia linear e a massa molar, temos
gue os organismos marinhos sintetizam alcanos lineares de cadeias e massas
molares menores do que os organismos terrestres (Volkman et al., 1980).
Plantas superiores contém n-alcanos com numero impar de carbonos variando
de C,3 a Css, referente a ceras epicuticulares das folhas, sendo que ocorre a
predominancia de C,7, Cy9 € C3; (Killops & Killops, 1993).

Alcanos isoprendides séo formados através de unidades repetidas de Cs
(isopreno) presentes em sedimentos antigos e no petréleo. As formas mais
comuns nestes ambientes sdo Cig € Cy, pristano e fitano respectivamente,
regularmente utilizados em estudos sobre a origem de hidrocarbonetos no meio
marinho, principalmente na forma da razdo entre a concentragdo destes
(Bicego et al., 1996). Conforme ilustrado na Figura 5 estes sdo produzidos a
partir da degradacéo do fitol (C20H400), constituinte da clorofila - a, sendo sua
formacéo associada as condi¢Bes oxidantes (pristano) e/ou redutoras (fitano).

Razbes pristano/fitano superiores a 1,00 s&o indicativos de ambientes
ndo contaminados por combustiveis fosseis. Entretanto valores abaixo disso

ndo sdo determinantes para revelar a impactagdo do meio por estes
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contaminantes. A utilizagdo de outros parametros como concentragdo de n-

alcanos totais se faz necessaria para inferir a origem destes hidrocarbonetos

(Steinhauer & Boehm, 1992).

/I\/M/\/\\/\OH

/‘\/\/'\/\/k/\/l\
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/‘\/\/'\/\/'\/\/%\/

fitano

+ 02 + H2
\/‘\/\CJ)\ \;\/\
¢55 _ \ ~ TOH ‘55 OH
acido fiténico dihidrofito
) COZ/ \ /
querogénio

S X

pristeno

+H,

Fig. 5 — Rota diagenética do fitol a pristano e fitano.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) s&o compostos

quimicos que apresentam em sua estrutura pelo menos dois anéis aromaticos,

sendo o naftaleno o composto mais simples deste grupo. Os anéis aromaticos

podem estar ou ndo substituidos por cadeias alifaticas. Os HPAs podem ser

sintetizados por alguns tipos de bactérias, plantas ou fungos, entretanto sua

principal origem séo fontes antropogénicas, resultantes da combustéo parcial e

pirdlise de combustiveis fosseis (contribuigdo pirolitica), derrame acidental de

petréleo
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(contribuicdo petrolitica) e o descarte de efluentes domésticos e industriais
(Law & Biscaya, 1994).

O Indice Preferencial de Carbono (IPC) (Equacdo 1), obtido com base
nas abundancias de n-alcanos impares e pares, € utlizado para estimar a
presenca de compostos terrestres em sedimentos e foi introduzido ha mais de

40 anos (Bray & Evans, 1961). Este indice & expresso por:

_ 2(D _impares C,, —C,,) _
lZ( pares sz - C30) + z ( pares C24 - C34)J

IPC HC ™ (Eq. 1)

onde: C pode ser a concentracdo do referido composto ou a integragéo de sua

area fornecida pelo cromatograma ou fragmentograma caracteristico.

Valores de IPC variando entre 4 e 7 refletem uma presenca
predominante de n-alcanos biogénicos, cuja origem, continental ou marinha,
pode ser inferida a partir do nimero de carbonos do conjunto de n-alcanos
considerados no célculo. No caso de ceras epicuticulares de plantas superiores
o IPC pode assumir valores acima de 4, em contraste com o0s valores
provenientes de origem marinha, como bactérias e algas, cujo indice apresenta
valores em torno de 1 e 1,5. Valores menores de 1,0 indicam contaminagcao
petrogénica.

Outro indice utilizado para a averiguagdo da fonte de hidrocarbonetos é
0 RTA (raz&o entre o material terrestre e aquatico) conforme (Bourbonniere &
Meyers & Ishiwatari, 1996):

— (C27 + C29 + C31)

RTA .=
" (Cyy +Cyy +Cy) (Fa.2)

Através das concentragbes dos hidrocarbonetos Cy7, Cz9 € Cay,
principais componentes das ceras de plantas superiores e das concentragoes
de Ci5, Ci7 e Cyg, indicadores da contribuicdo de algas, este indice fornece

informagdes que podem diferenciar o aporte da MO sedimentar.
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Valores maiores que 1 sdo referentes ao aporte terrestre e valores
inferiores a 1 aporte aquéatico, demonstrando o ambiente sedimentar ser muito
antigo.

Uma caracteristica importante de contaminagdo por combustiveis fésseis
pode ser vista através de andlise cromatografica na qual aparece a UCM
(Unresolved Complex Mixture), ou seja, mistura complexa ndo resolvida de
hidrocarbonetos que pode ser proveniente de petrdleo e derivados (Killops &
Killops, 1993).

1.5.2 Terpendides e esterais.

Os terpendides sdo uma classe de compostos que contem uma grande
diversidade de estruturas e funcdes, variando de feroménios sexuais volateis a
borrachas naturais. S&o biossintetizados a partir de unidades de acetato
derivadas da producéo priméria do metabolismo de &cidos graxos, carboidratos
e alguns amino4cidos. Todos apresentam unidades de Cs, isopreno,
caracteristica fundamental dessa classe. Através da quantidade destas
unidades temos diferentes classes de terpendides: duas unidades
(monoterpendides); trés (sesquiterpendides); quatro (diterpendides); cinco
(sesterpendides); seis (triterpendides); oito (tetraterpendides); e o0s
politerpendides que contém um nldmero superior a oito unidades isoprendides
(Killops & Killops, 1993). Dentre os terpenos, os hopandides e os triterpenos
pentaciclicos merecem atencdo na avaliagdo geoquimica de qualquer
ambiente.

Os hopanoides séo considerados os produtos naturais mais abundantes
na Terra e sua avaliagdo fornece informagbes quanto a maturagdo do
sedimento (Ourisson & Albrecht, 1992). Sdo encontrados num grupo de
bactérias, todas aerébias, com cadeias que geralmente variam de Cx a Css.

A reducdo de &cidos hopandicos e polidis produz hopanos com a
configuracdo 1783 (H), 213 (H) (Figura 6). Em sedimentos pouco transformados,
a estereoquimica (17BH, 21BH) prevalece, contudo através de alteracbes
térmicas no sedimento e esta pode ser convertida a 17aH, 21aH, por ter uma
maior estabilidade termodinamica (Ensminger et al, 1977). Estas

transformagfes estereoquimicas dédo a correlacdo entre a distribuicdo de
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estereoisbmeros e o grau de maturagdo da MO sedimentar, uma vez que estas

alteragcBes séo provenientes de processos geotérmicos e/ou cataliticos.

C35 bacteriohopano tetrol

‘ 17B(H), 21B(H), 22R- hopanos

/ N\

; l\ 22 R 22 R
‘ 21 —_ = H ‘. 21
17B(H), 21A(H)- hopanos 17A(H), 21B(H)- hopanos

Fig. 6 — Exemplo de rota de sintese de hopanos a partir do bacteriohopanotetrol.

Outros triterpendides pentaciclicos s&o encontrados em plantas
superiores, principalmente como constituintes de resinas. As trés principais
séries destes sdo: os oleananos (ex. B-amirina), ursanos (a-amirina) e lupanos
(lupeol).

Os esterdis, que sdo formados através da oxidacdo enzimética do
esqualeno conforme pode ser observado na Figura 7, estdo presentes na
membrana celular de todos o0s organismos eucaridticos e também s&o de
grande importancia como marcadores geoquimicos. S&o substancias que
apresentam anel alifatico cujo esqueleto carbdnico € composto por 17 a 29

atomos de carbono, podendo apresentar substituintes metilicos especialmente
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nas posicdes 10 e 13. A resisténcia a degradacdo anaerdbia possibilita o

acumulo de esterdis em sedimentos, o que viabiliza sua determinacgéo.

N7 N\ 7/ \ /

esqualeno

NADPH
0,

o J\ / \ / esqualeno 2,3-oxido

ciclizagdo em animais e

em plantas e fungos

algas

(algas vermelhas)

Y

lanosterol
HO HO

cicloartenol

\

esterdis de plantas (fitoesterois) esterdis de animais
(ex. sitosterol, estigmasterol, ergosterol) (ex. colesterol)

Fig. 7 — Biossintese de esterdis a partir do esqualeno (Killops & Killops, 1993).

O processo de obtengdo de esterdis a partir do esqualeno produz o
cicloartenol, precursor da maioria dos estergis de plantas (fitoesteréis como o
B-sitosterol e estigmasterol) e o lanosterol, precursor dos esterdis de origem
animal e fungica. Ainda sob o processo de oxidagdo enzimatica e
descarboxilacdo, o lanosterol pode ser convertido a colesterol (Cy;), que
aparece nos animais superiores como produto de excreg¢do. Chegando ao

intestino, o colesterol é convertido em colestanol e coprostanol (maior
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quantidade), através de uma redu¢@o microbiana que promove a hidrogenagéo

direta do colesterol conforme pode ser visto na Figura 8 (Grimalt et al, 1990).

HO (V)

A (V1)

— 3 Tl

()

|

—

HO (1V) 0 (111)

Fig. 8 — TransformacGes do colesterol: (I) colesterol; (Il) colestanona; (lll) 5 B-
coprostanona; (IV) coprostanol; (V) 5a-coprostanona, (VI) colestanol (Grimalt et al.,
1990).

Embora sejam substéncias freqientemente encontradas na natureza,
proveniente de plantas e organismos, de um modo geral a presenca de
derivados do colesterol, em particular o coprostanol, tém sido investigada como
indicadora de contaminagdo por esgoto urbano.

Venkatesan & Santiago (1989) propuseram a razdo entre as
concentragdes de coprostanol e epicoprostanol, como forma de diferenciar a
contribuicdo de esterdis fecais de origem humana da contribuicdo de esteroéis
de origem natural. O uso desses esterdis como indicadores de poluicdo fecal &
particularmente aplicavel a regides proximas a grandes centros populacionais e

industriais onde é possivel a presenca de fontes de descarga de efluentes

domésticos.
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1.5.3 Acidos graxos

Os é&cidos graxos, que sdo os maiores constituintes de todos os seres
vivos, podem permanecer intactos em ambientes andxicos a baixa temperatura
por longos periodos geolégicos de tempo. Em termos de estabilidade, os
acidos saturados sdo mais estaveis em ambientes sedimentares do que 4cidos
graxos insaturados. S&o comumente encontrados com estruturas variando de
Ci12 a Cg, sendo os saturados em animais e os insaturados e polinsaturados
frequentemente em plantas. Os &cidos graxos provenientes de algas podem
ser encontrados até o C, (em menores proporcdes até o Cpg; Matsuda, 1978;
Volkman et al., 1998); enquanto os acidos com cadeias longas (acima de Czo)
sao provenientes de ceras de vegetais superiores (Cranwell, 1974).

S&o constituidos predominantemente por ndmero par de carbonos por
serem formados através de unidades condensadas de acetil (C,), as quais sdo
derivadas da glicose em presenca de varias enzimas, co-enzimas e proteinas
transportadoras (Figura 9).

Os écidos graxos hidroxilados podem ser encontrados na natureza nas
formas saturadas e insaturadas, com cadeias hidrocarbbnicas normais ou
ramificadas (Brondz, 2002). As possiveis posi¢bes do agrupamento hidroxila
sao a ou Cy, B ou C3, w ou carbono terminal da cadeia (oposto ao agrupamento
carboxila) e w-1, penultimo carbono da cadeia. Os &cidos B-hidroxilados séo

relacionados a bactérias e microalgas (Goossens et al., 1986).
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Fig. 9 — Biossintese de acidos graxos saturados em plantas e animais. O palmitato é
formado por sucessivas adicdes de malonil coenzima A na cadeia enzimatica com a
perda de uma molécula de CO, em cada adicéo, resultando na adicao de CH, a cada
passo. Detalhes da formacédo do butiril (C4) a partir do acetil (C,) € demonstrada,
enquanto que a adicdo subseqiente de seis metilenos a partir do malonil forma o
palmitato (Killops & Killops, 1993).

A presenca de uma série de é&cidos graxos mono-ramificados: iso e
anteiso, com cadeias médias de Ci2 a Ci9, € predominancia de impares sobre
pares, denota o aporte de marcadores provenientes de bactérias, incluindo, em
geral, as espécies Gram-positivas e as sulfato redutoras entre as Gram-
negativas (Garcette-Lepecq et al., 2004).

A distribuicdo dos acidos graxos saturados de cadeias lineares pode ser

estudada a partir de indices como IPCac e RTAac conforme as equagdes 3 e 4:
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2(2 pares C,, — Cso)

IPC .= -
Ac [Z(l’mpares C, —Cy)+ Y (imparesC,, — C.)l (Ea-3)

— (C26 + C28 + C30)

RTA .=
A (Cy +Cis +Cp) (Eq.4)

No IPCac sé@o consideradas as razbes das concentracdes de cadeias
pares de acidos sobre impares. Ja no RTAac sdo consideradas as
concentragdes dos &cidos Cgs, C2s € C3p para fazer a distingdo entre origem
terrestre (plantas superiores) e aquatica (fitoplancton) onde séo avaliadas as
concentragdes dos &cidos Ci4, C16 € Cis. De maneira que RTA > 1 indica a
predominancia de MO terrestre e valores < 1 indicam a predominancia de MO

aquética (Bourbonniere & Meyers, 1996).

1.6 Ecossistema: manguezal

O ecossistema manguezal desenvolve-se em zonas litoraneas
associadas a cursos d'agua, em areas encharcadas, salobras e calmas, com
influéncia das marés, porém néo atingidos pela acdo direta das ondas. Torna-
se elo de ligacdes entre os ambientes marinho, terrestre e de agua doce,
caracterizando-se por uma constante conquista de novas &reas devido ao
acumulo de grandes massas de sedimentos e detritos trazidos pelos rios e
marés (Rossi & Matos, 1992).

As é&reas de manguezal sd@o representativas zonas de elevada
produtividade biolégica uma vez que, pela natureza de seus componentes, sdo
encontrados nesse ecossistema representantes de todos os elos da cadeia
alimentar. Esse tipo de ambiente € tdo produtor e fixador de energia quanto
alguns estuérios ou uma terra bem cultivada (Odum, 1977). Os manguezais
desempenham papel essencial na manutencdo da biodiversidade marinha
como bercérios e fontes de alimentos para peixes e outros animais (Shriadah,
1998).

Os manguezais ocupam aproximadamente trés quartos das areas

costeiras localizadas entre 25° N e 25° S, totalizando uma é&rea
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aproximadamente igual a 170.000 km? onde se encontram cerca de 60
espécies endémicas de arvores e arbustos (Kuenzler, 1974). No Brasil a area
geogréfica ocupada por mangues é estimada em aproximadamente 20.000
km?, desde o Cabo Orange no Amapéa até o municipio de Laguna em Santa
Catarina, todavia esta estimativa pode estar reduzida devido aos constantes
desmatamentos sofridos nos mangues (Kjerfve & Lacerda, 1993). Na costa de
Santa Catarina, de 25°57'26” S até 29°20'32” S, sdo 175 km de manguezais,
abrangendo 20 % da costa litoranea catarinense (Sierra de Ledo & Soriano -
Sierra, 1988).

A vegetacdo dos manguezais é altamente especializada e representada
por espécies como Rhizophora mangle (Rhiz), Laguncularia racemosa (Lag),
Avicennia Schaueriana (Avic), Spartina alterniflora (Spar), entre outras,
altamente adaptadas a condicdes de solos alagados, com baixas
concentragdes de oxigénio e salinidade variavel.

Estas espécies apresentam estruturas de adaptacdo ao mangue, tais
como raizes escora (responsaveis pela sustentacdo das arvores sobre o
sedimento) e pneumatéforos (raizes que se projetam pra fora do solo lodoso
para captura de oxigénio) (Odum, 1972).

Segundo um estudo da UNEP (Programa Ambiental das Nag¢des Unidas)
realizado em 1991, cerca de 65% das grandes cidades do mundo estdo
localizadas em zonas costeiras, significando 3,6 bilhdes de pessoas vivendo a
100 km da costa. Nestas cidades sao geradas grandes quantidades de
compostos quimicos que sdo descarregados diretamente no ambiente com
pouco ou henhum controle de tratamento. Assim os aterros e depdsitos de lixo
figuram como uma das principais fontes de micro-poluentes organicos, de
metais pesados e de excesso de nutrientes em zonas costeiras urbanizadas,
principalmente em &reas alagadas como manguezais (Lacerda, 1998). Estima-
se que milhares de hectares de manguezais sdo perdidos anualmente no
mundo todo em funcdo de impactos ambientais naturais (ex. eroséo) e
antropicos causados pela expansdo urbana e especulacdo imobiliaria
(UNEP,1991).
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1.7Quimiometria

A quimiometria € uma area que se refere a aplicacdo de métodos
estatisticos e matematicos, assim como aqueles baseados em ldgica
matematica, a problemas de origem quimica.

As andlises quantitativas que eram realizadas na maioria das vezes por
“via Umida” como titulagdo, precipitacdo e reacdes especificas, que s&o
demoradas e muitas vezes pouco precisas, estdo cada vez mais sendo
substituidas por técnicas instrumentais como: Ressonancia Magnética Nuclear,
Espectroscopia no Infravermelho, Espectroscopia no visivellultravioleta,
Espectroscopia de Massa, Cromatografia, Polarografia, Andlise por Injecdo em
Fluxo, etc., que aliam a velocidade de analise com uma boa qualidade de
resultados. Nessas técnicas instrumentais ndo é obtida uma informacéo direta
do resultado, mas sim uma grande quantidade de sinais (curvas, picos) que
podem ser tratados para uma possivel quantificacdo das vérias espécies
presentes.

Muita énfase tem sido dada aos sistemas multivariados, nos quais se
pode medir muitas variaveis simultaneamente, ao se analisar uma amostra
qualguer. Nesses sistemas, a conversao da resposta instrumental no dado
quimico de interesse, requer a utilizacdo de técnicas de estatistica multivariada,
algebra matricial e analise numérica. Essas técnicas se constituem no
momento na melhor alternativa para a interpretacdo de dados e para a
aquisicao do maximo de informacé&o sobre o sistema.

Os métodos multivariados consideram a correlagdo entre muitas
variaveis analisadas simultaneamente, permitindo a extracdo de quantidade
maior de informacdo que dificilmente seria gerada empregando métodos
univariados (Dutra, 2005).

A analise de componentes principais (PCA) é um método de analise
multivariada utilizado para projetar dados n-dimensionais em um espago de
baixa dimensé&o. Isso é realizado através do célculo de componentes principais
obtidas fazendo-se combinag¢fes lineares das variaveis originais. Este tipo de
andlise é capaz de separar a informacao importante da redundante e aleatéria
(Dutra, 2005). A andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) é um processo

hierarquico no qual, em cada passo, a matriz de dados € diminuida em uma
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dimenséo, pela reunido de pares semelhantes, até a reunido de todos os
pontos em um Unico grupo. O objetivo da HCA é exibir os dados bidimensionais
de maneira a enfatizar os seus agrupamentos e padrdes naturais. A distancia
entre os pontos, sendo amostras ou variaveis, reflete a similaridade de suas
propriedades; portanto, quanto mais proximos estiverem 0s pontos no espaco

amostral, mais similares eles séo (Dutra, 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

v Andlise qualitativa e semi-quantitativa do extrato organico de amostras
de sedimentos superficiais (até 10 cm de profundidade) e das folhas das
espécies predominantes do manguezal do Itacorubi;

v' Avaliagdo do aporte de material organico de origem terrestre, aquatico e

possiveis contaminantes presentes em amostras de sedimento do manguezal.

2.2 Objetivos especificos

v’ Identificar os compostos organicos presentes nas amostras de
sedimentos do manguezal do Itacorubi;

v Avaliar a presenga de biomarcadores que identifiquem o aporte da MO
sedimentar;

v' Avaliar a distribuicdo de certos lipidios procedentes de plantas
superiores, bactérias, microalgas, bem como de possiveis compostos de
origem antropogénica,

v’ Usar da quimiometria como ferramenta estatistica para inferir e
correlacionar a distribuicdo lipidica proveniente das amostras de folhas e
sedimentos do manguezal do Itacorubi;

v Fornecer subsidios, através de indices, para o entendimento sobre o
funcionamento desse ecossistema,;

v’ Utilizar-se de parametros fisico-quimicos como potencial redox, pH e
granulometria para avaliar as condigdes de preservacdo da MO no sedimento,

v Verificar o nivel de impactagcdo do meio com base nas andlises

realizadas.
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3 JUSTIFICATIVA

No passado, a extensdo dos manguezais brasileiros era muito mais
ampla; atualmente diminuiu sensivelmente, devido a ocupa¢do humana, com
construgdo de portos, moradias, balneérios e rodovias costeiras, que avangou
sobre areas de manguezais através da instalacdo de aterros e outras obras de
terraplenagem.

A importancia desses ecossistemas pode ser avaliada por seu trabalho
de protecdo contra acdes erosivas das ondas e marés, fixacdo dos sedimentos
finos e pela acdo como filtro biol6gico natural. A importancia social dos
manguezais pode, por outro lado, ser estimada muitas vezes pela presencga de

comunidades pesqueiras que deles extraem alimentagéo e renda.

O estudo da MO desses ambientes fornece informacdes relacionadas a
sua origem, estado de conservagdo e grau de impactagdo. Dentre os
ambientes costeiros, 0os manguezais possuem uma enorme facilidade de
influxo de compostos organicos, tanto de origem biogénica quanto
antropogénica recebendo estes através de rios, marés, ventos, chuvas e
outros. A realizagdo de estudos relacionados a MO sedimentar destes
ambientes pode servir de base para futuras comparagdes, como apoio para

pesquisas referentes a antropogenizacao do meio.

A avaliagdo da composicao lipidica das espécies de plantas do mangue
é de fundamental importancia na correlacdo desta com a MO sedimentar
preservada no mangue. De acordo com a literatura, detritos derivados de

plantas sé@o os principais componentes da fragéo lipidica sedimentada.
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4 AREA DE ESTUDO

O Manguezal do Itacorubi (27° 34’ 14” — 27° 35’ 31" L.S. e 48° 30’ 07" —
48° 31’ 33" L.W.), encontra-se localizado na margem oeste da llha de Santa
Catarina, adjacente & Bafa Norte, na area estuarina de uma bacia de 22 km?
(Dutra, 1994).

Dois cursos principais de rios contribuem para o ecossistema: Itacorubi e

Sertdo, com extensdes de 8,1 km e 5,9 km, respectivamente. A Figura 10 tem

uma vista aérea do Manguezal do Itacorubi e alguns pontos.

Fig. 10 — Manguezal do Itacorubi: os pontos 1 e 2 sdo locais devastados, onde ja ndo
existe vegetacao; 3) aterro sanitario e 4) ponto de coleta de amostras de sedimentos.

Trés espécies de mangue estdo presentes nas comunidades vegetais
Avicennia schaueriana Stapf & Leechm; Laguncularia racemosa (L.) Gaert e
Rhizophora mangle L., além de uma graminea marisma: Spartina alterniflora
Loisel (Figura 11). Estas espécies ocorrem sobre aproximadamente 1,42 km?
de manguezal. Dentre os individuos adultos, Avicennia schaueriana € a
espécie dominante (Soriano-Serra et al. 1998).
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Em funcdo das necessidades de expanséo da cidade de Florianépolis, o
sistema vem sendo objeto de uma antropogenizagdo violenta e consequente
processo de poluicdo organica e quimica (Lago, 1997).

Este ecossistema foi utilizado desde 1978 como aterro sanitério,
recebendo uma carga diaria de 250 toneladas de lixo doméstico, efluentes

industriais, hospitalares, laboratoriais e ainda de aguas residuais de postos de

abastecimento de combustiveis (Soriano-Sierra et al., 1998).

Fig. 11 — Espécies de mangue predominantes no manguezal do Itacorubi: (A)
marisma: Spartina alterniflora Loisel, (B) Laguncularia racemosa (L.) Gaert; (C)
Rhizophora mangle L, (D) Avicennia schaueriana Stapf & Leechm.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados (Tabela 01) foram todos de grau analitico e ou
grau HPLC para uso em cromatografia gasosa. A agua utilizada nos
experimentos foi destilada e deionizada sendo mantida em frasco contendo
diclorometano (DCM) para a retirada de qualguer composto organico presente

na mesma e que pudesse interferir nas analises.

TAB. 01 — REAGENTES E SOLVENTES UTILIZADOS NESTE ESTUDO

Solventes e reagentes Fabricante Pureza
Acetato de etila MERCK (Alemanha) HPLC
Acido cloridrico NUCLEAR (Brasil) P.A. 37%
Algodéao de vidro Synth (Brasil) P.A.
BSTFA SUPELCO (EUA) P.A. 2 99%
Cloreto de acetila Fluka Chemika (Suica) P.A. 299%
Cloreto de potassio VETEC (Brasil) P.A.
Detergente Extran MERCK (Brasil)

Diclorometano M-Tedia (EUA) HPLC
Hidroxido de potassio VETEC (Brasil) P.A.
Metanol Burdick & Jackson (EUA) HPLC
Nitrogénio WHITE MARTINS (Brasil) Grau (ECD)
Silica gel 60 (70-230 mesh) MERCK (Alemanha) P.A.
Sulfato de sédio anidro NUCLEAR (Brasil) P.A.
Tolueno M-Tedia (EUA) HPLC

5.2 Limpeza da vidraria

Toda a vidraria utilizada nos experimentos foi lavada com detergente
neutro e enxaguada em abundancia com 4gua comum e destilada. Em seguida
toda vidraria (exceto vidraria volumétrica) foi imersa em uma solugdo HNO3 0,5

mol L enxaguada com &gua desionizada e novamente imersa em uma
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solugéo hidroalcodlica de hidroxido de potassio 10% (m/v). Lavou-se com agua
desionizada em abundancia e logo apés o material foi colocado em contato
com detergente Extran (5%) por um dia. Depois o material foi novamente
lavado com &gua, &gua destilada e entdo seco em mufla por 450 °C para
calcinacdo de qualquer residuo orgénico. Apos o resfriamento acondicionou-se
a vidraria em local préprio e 0 manuseio desta se fez somente com o uso de

luvas.

5.3 Adsorvente

O adsorvente utilizado, silica gel, foi calcinado a temperatura de 450 °C
em mufla e armazenado em estufa em aproximadamente 100 °C até o uso na
confeccdo de microcolunas cromatograficas. A silica por sua vez, antes de ser
utilizada foi desativada com 5% de H,O desionizada e mantida também em

estufa nas condi¢des citadas acima.

5.4 Confecc¢éo de microcoluna cromatogréfica

A microcoluna (pipeta Pasteur) foi empacotada com cerca de 1 cm de
silica gel sobre |a de vidro previamente calcinada. Antes da eluicdo da amostra
a coluna era preenchida com o eluente, evitando-se ao maximo a retencdo de
bolhas e adicionando-se a amostra quando o solvente estava a cerca de 1 mm

acima do adsorvente.

5.5 Equipamentos

» Os sedimentos foram liofilizados através do liofilizador Heto (Dinamarca)
acoplado a bomba EDWARDS - E2M2 (Inglaterra);

> A calcinagdo das amostras e da vidraria foi realizada na mufla QUIMIS —
MOD. Q.318.24 (Brasil);

» O armazenamento das amostras em estufa ocorreu em dois
equipamentos: FANEM - MOD. 315SE (Brasil) e QUIMIS — MOD. Q-317B242
(Brasil);
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» As amostras de sedimento foram pesadas na balanca semi-analitica
PRECISION PR-1000 (Brasil), j& as solu¢des foram preparadas com auxilio da
balanga analitica BEL MARK — 210 (Brasil);

» Os equipamentos utilizados nas extragdes foram: ultra-som UNIQUE -
USC 1450 (25 kHz) (Brasil), agitador de tubos do tipo vortex PHOENIX - AP56
(Brasil), centrifuga FANEN - EXCELSA BABY Il - 206R (Brasil) e rota
vaporizador FISATON 802 com banho termostatizado 550D (1200W) (Brasil);

» Para a andlise de carbono orgéanico total e nitrogénio, utilizou-se um
Analisador Elementar, CHNS - Carlo Erba — EA1110 (Italia);

» Instrumento de medigcdo de pH e potencial redox F-1100 da YSI —
Bernauer (Brasil)

» Para andlise por cromatografia foi utilizado um cromatégrafo gasoso CG
17A Shimadzu acoplado a um espectrometro de massas QP 5050A Shimadzu

operado a 70 eV com varredura em modo full scan de m/z 40 a m/z 550.
5.6 Amostragem e coleta de amostras

As amostras de folhas das espécies predominantes do manguezal do
Itacorubi foram coletadas na Passarela das Gargas no manguezal do Itacorubi.

Quanto a amostragem destas espécies preocupou-se apenas em coletar
folhas sadias, que ndo apresentassem algum estado de decomposigdo ou
doenga.

Também se verificou a necessidade de fazer coleta das folhas de varios
exemplares de cada planta, aumentando assim o espago amostral.

As folhas foram identificadas pelo prof. Eduardo Juan Soriano do
NEMAR/CCB — Nucleo de Estudos do Mar do Centro de Ciéncias Biologicas da
UFSC. Apés identificacdo as mesmas foram separadas e acondicionadas em
frascos de vidro cobertos por aluminio dentro de freezer até a etapa de
secagem das amostras.

No mesmo ponto foram coletadas amostras superficiais de sedimento (0-
10 cm) com um amostrador de queda livre do tipo “Van Veen” (Figura 12). As
amostras foram colocadas em recipientes de vidro pré-limpos (envolvidos com
papel aluminio para evitar incidéncia de luz solar) e transportadas em
recipiente térmico (tipo isopor) até o laboratério onde foram guardados em

freezer. Os critérios dos pontos de coleta foram o0s seguintes: 1) maior
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proximidade possivel das plantas escolhidas para este estudo e 2) exposi¢éo
ou ndo do sedimento a maré (sedimento seco ou alagado) para verificar o
possivel efeito de lixiviamento da MO sedimentada. Observando-se estes
critérios realizou-se a coleta em 4 pontos diferentes, os quais serdo chamados
aqui por P1, P2, P3 e P4 respectivamente, sendo os pontos P1 e P4 alagados

e P2 e P3 sedimentos expostos ao ar.

Fig. 12 — Coleta das amostras superficiais de sedimento.

5.6.1 Preparo das amostras

As amostras de folhas foram colocadas em estufa com ar corrente sob a
temperatura de 60 °C até que ficassem quebradicas. Em seguida foram
trituradas e acondicionadas em frascos de vidro em um freezer até o processo
de extragao.

As amostras de sedimento congeladas foram liofilizadas e uma vez
secas foram maceradas em almofariz de porcelana e pistilo retirando-se

sujeiras como conchas, animais e raizes. O sedimento finamente dividido foi
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peneirado (malha 250 mesh; 25 pm) retirando-se desta forma sujidades

remanescentes.

5.6.2 Extracdo, separacdo e identificagdo da fracéo lipidica

Anteriormente ao processo de extragdo, as amostras de sedimento
foram tratadas com cobre para a remocao de enxofre elementar, uma vez que
este é um interferente nas andlises cromatograficas de matrizes ambientais.
Pesou-se 2,0 g de cobre em p6 em tubos de ensaio e adicionou-se a estes 5
mL de &cido cloridrico concentrado. Os tubos foram agitados em vortex por
alguns segundos e a mistura em seguida foi centrifugada. O sobrenadante
contendo o &cido foi retirado e seguiu-se com a lavagem do cobre com metanol
(MeOH), DCM:MeOH 1:1 (v/v) e DCM até a eliminagdo da cor amarela da
solucéo. Desta forma o cobre fica ativado na forma de complexo sequestrando
0 enxofre molecular das amostras.

Os processos de extragcéo, separacgao e identificacdo seguintes foram
baseados no procedimento desenvolvido por Goossens et al. (1989 a,b) e

estdo esquematicamente descritos na Figura 13.

Sedimentos / folhas
59

CH,Cl,/MeOH 2:1 |

[ | CH3COCI/
( ) MeOH
Residuo 1 Extrato 1 BSTFA
\\§ J
KOH/MeOH 1h I KOH/MeOH 1 v
| 1 P . CG/CG-EM
Extrato 3 Residuo 2 Extrato 2
L ) CH,;COCI/
CH.COCl/ 1) HCI 100 °C 6h 2) KOH/MeOH MeOH
MeOH | BSTFA
A
BSTFA [ Extrato 4 }——[ Residuo 3 } CG/CG-EM
3 CH;COCI/MeOH
CG/CG-EM BSTFA
CG/CG-EM

Fig. 13 — Rota de extracdo da fracdo lipidica de folhas e amostras de
sedimento (Goossens et al., 1989 a,b).
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As amostras liofilizadas pesando cerca de 5 g foram distribuidas em
tubos de ensaio contendo o cobre previamente tratado. Em seguida foram
realizadas trés extragbes com DCM/MeOH 2:1 (v/v), sempre observando a
relacédo de 2 vezes o volume de solvente em relagédo ao de amostra. O sistema
liquido/sdlido foi agitado antes das extracdes em agitador tipo Vortex para
melhor homogeneizagéo.

As extragOes foram realizadas em ultra-som por 30 minutos durante
cada etapa. Apds as extracdes os tubos foram centrifugados com o intuito de
separar o sobrenadante e o mesmo foi transferido para um baldo, os quais
foram concentrados usando-se rota vaporizador e seco com sulfato de sédio
anidro. Uma aliquota de aproximadamente de % deste extrato obtido (E1) foi
derivatizado através do método de esterificagdo/transesterificagdo de Fischer
para converter acidos graxos para seus correspondentes metil ésteres.

A reacdo de metilagdo de Fischer para acidos graxos e ésteres de
cadeia alcodlica superior a uma metila tem por finalidade diminuir a polaridade
dos acidos carboxilicos obtendo dessa forma um melhor sinal cromatografico
para 0s mesmos.

Reacéo:

O

o)
R—Jz +  HC—OoH _ HO*+ { + ROH

OR OMe

onde: R = H (esterificagéo), R = CyHan+1 (transesterificagao)

O procedimento da reag&o de metilagdo obedeceu a seguinte sequéncia:
em um baldo (50 mL) adicionou-se 2 mL de cloreto de acetila sobre 20 mL de
MeOH recém retirado do congelador. Uma aliquota com cerca de 2 mL do
reagente foi adicionada a um tubo de ensaio contendo a amostra pré
dissolvida em aproximadamente 0,5 mL de tolueno.

A solugao reacional foi mantida sob atmosfera de nitrogénio em estufa
(60 °C) por 12 horas. Ap0s esta fase, adicionou-se & amostra1l mL de DCM e 1
mL de solugdo 10 % KCI. A mistura entdo é agitada em tubo vortex e

centrifugada para separacdo das fases organica e aquosa. Através de uma
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pipeta Pasteur retirou-se a fase organica (inferior), sendo esta submetida
posteriormente a uma microcoluna de vidro contendo sulfato de sodio anidro
para retirada de resquicios de agua. Este procedimento foi realizado por mais
duas vezes para evitar perdas de material na fase aquosa. O eluato foi
recolhido da microcoluna em frasco de vidro previamente calcinado e levado a
secura com nitrogénio.

Subsequentemente, compostos polares foram removidos através de
uma microcoluna cromatografica de silica gel com acetato de etila como
eluente. O eluato foi evaporado com auxilio de um leve fluxo de nitrogénio para
posterior silanizagao.

A silanizag@o se faz necessaria pelo mesmo motivo que a metilacédo,
entretanto o silanizante reage nas hidroxilas de alcoois, hidroxiacidos, esteréis,
convertendo estes grupos funcionais em seus correspondentes trimetilsilil
éteres. Apds a evaporacao do solvente com nitrogénio, adicionou-se 30 uL de
BSTFA (bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) a cada amostra, mantendo a
amostra sempre em atmosfera de nitrogénio, uma vez que 0 reagente €
facilmente hidrolisavel. O frasco contendo a amostra permaneceu em estufa
por 1 hora sob uma temperatura de aproximadamente 60 °C. Logo ap@s, o
frasco foi resfriado em temperatura ambiente e levado a secura com nitrogénio;
adicionou-se um volume apropriado de acetato de etila sendo armazenado em
freezer até andlise em CG e CG-EM.

Os residuos secos (R1) e a aliquota restante do extrato ndo derivatizado
(E1) foram saponificados com solu¢do 1,0 mol L™ de KOH em MeOH:H,0
(96:4) por 1 h. Apos ser resfriada a temperatura ambiente, a mistura reacional
foi tratada com solugcdo 2,0 mol Lt de HCI até pH 3,5, centrifugada e
transferida para um funil de separacdo. Os residuos foram lavados
subsequentemente com MeOH/H,O, MeOH e DCM. Os sobrenadantes dessas
lavagens também foram transferidos para o mesmo funil de separacao.
Adicionou-se agua para uma melhor separagdo da camada de DCM. A camada
contendo a fase aquosa (MeOH/H,0) foi lavada por mais 2 vezes com DCM. A
fase organica (DCM) foi concentrada com o auxilio de um rota evaporador,
tratada com sulfato de sédio anidro e derivatizada, conforme descrito acima,

fornecendo os extratos E2 e E3 (Figura 13).



Parte Experimental 34

Os residuos secos apo6s saponificagdo, R2, também foram tratados com
HCI 4 mol L™ (6 h; 100 °C). A mistura foi neutralizada com 4 mol L™ KOH para
pH 8,5, congelada, liofilizada e saponificada conforme fluxograma. Os extratos
(E4) foram lavados, separados e derivatizados conforme ja descrito.

A obtencdo de 4 fracbes ou extratos, como foram chamados, se fez
necesséaria para obter os lipidios livres nas diversas formas em que eles se
encontram preservados na matriz. A fragc&o lipidica livre (E1) ou extrato total,
sdo os compostos ndo ligados a nenhuma matriz biopolimérica. A fragdo “OH-
labil” (E2 e E3) ndo extraivel com solvente orgéanico e tratada com hidrélise
alcalina, forneceu os lipidios acidos ligados na forma de ésteres. O extrato E4
obtida via subsequente hidrdlise acida do material extraido e hidrolisado por
base refere-se portanto, & uma fragédo “H-labil” correspondendo aos é&cidos via

ligagdo amida e/ou éter.

5.6.3 Parametros cromatograficos

» Coluna capilar DB-5 (5% difenila — 95% polidimetilsiloxano) (25 m x
0,32 mm), d.i. (0,25 pm)

Gas de arraste: He

Temperatura do injetor: 290 °C

Temperatura do detector: 290°C

YV V V V

Programacéao de temperatura :
70°C (4 min) — 20 °C min™* até 130°C — 4 °C min* até 310°C, isoterma por 15

min.

5.7 Granulometria

A maior parte dos sedimentos € heterogénea em relacdo a sua
constituicdo granulométrica, existindo particulas argilosas até areias grosseiras.
Para a separacao destas fragOes se faz necessario a combinagdo de métodos
e andlise baseados na lei de Stokes, em que pequenas particulas decantam

em agua ou fluidos com velocidades constantes (Suguio, 1973).
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Para a classificagédo textural das amostras coletadas no manguezal do
Itacorubi utilizou-se o método da pipetagem sugerido por Suguio (1973). Foram
pesados cerca de 10 g de amostras secas e estas submetidas a tratamento
para retirada de sais.

A retirada desses sais é feita pela lavagem repetida da amostra com
adgua destilada e papel de filtro ou decantac@o. A lavagem ¢€ feita até que o
filtrado/decantado fique completamente isento de sais de cloro, que é testado
mediante precipitacdo com AgNOs.

Apos a retirada dos sais, a amostra é levada novamente para secagem,
desta vez em estufa a 60° C.

Obtido o peso da amostra seca e isenta de sais, procede-se a separagao
do material em diferentes intervalos de tamanho de graos da seguinte forma:

a) Método do peneiramento:

Nas andlises granulométricas sedimentoldgicas o limite de 1/16 mm
(0,062 mm) é normalmente escolhido como didmetro conveniente para
distinguir entre técnicas para sedimentos grosseiros e finos. O método do
peneiramento € utilizado para separar a amostra neste limite de tamanho de
grédos. No caso especifico deste trabalho, a separagdo do tamanho de grdo é
feita apenas entre areia, argila e silte, ndo havendo distingéo entre subclasses
de cada fracdo, assim o método do peneiramento é utilizado apenas para
separar a fracdo areia do material.

b) Método da pipetagem:

Este método é baseado nas mudancas de concentragdo de particulas
em uma suspensédo originalmente uniforme pela tomada de véarias amostras
com uma pipeta (em intervalos definidos), em profundidade que corresponde
ao material que acabara de sedimentar naquele momento.

O método de pipetagem fica restrito ao material mais fino que 1/16 mm
(0,062 mm) e os tempos e profundidades especificados de decantagdo s&o
usados para aliquotas de suspensao de 10 e 20 mL.

As amostras restantes do método de peneiramento foram inseridas em
provetas graduadas de 1L contendo &gua destilada e esta suspenséo agitada
até que as particulas ficassem bem uniformemente distribuidas. Uma aliquota
coletada através de uma pipeta volumétrica de 10 mL foi retirada nos intervalos

de tempo e profundidades conforme escala de Wentworth (Tabela 02). O
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processo foi realizado em triplicata e, por simples subtracdo dos pesos dos
residuos secos, obteve-se 0 peso e subseqlientemente a percentagem de cada

fragc@o granulométrica.

TAB. 02 - CRITERIOS DE COLETA DE ALIQUOTAS PARA ANALISE GRANULOMETRICA DE
SEDIMENTOS

Diametro (mm) Classificagao Profundidade (cm) Intervalo tempo
0,062 Areia muito fina 20 58 s
0,031 Silte grosso 10 3min52s
0,016 Silte médio 10 7 min 44 s
0,008 Silte fino 10 31 min
0,004 Silte muito fino 10 2 h 3 min
0,002 Argila 10 8 h 10 min

5.8 Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN)

Foram pesados aproximadamente 20 mg de cada amostra que foi
inserida em pequenos frascos de vidro. Em seguida adicionou-se cerca de 0,5
mL de HCI 0,1 moL L™ para descarbonatacéo e posterior secagem em estufa a
60 °C. Em seguida as amostras foram encaminhadas para o amostrador
elementar na Central de Andlises no Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Santa Catarina.

5.9 pH e potencial redox (Eh)

As medidas “in situ” de potencial redox e pH foram realizadas através do
aparelho portatil Ysi F-1100. Os eletrodos foram inseridos diretamente no
sedimento em profundidades de 1, 3 e 5 cm de cada amostra superficial
retirada através do amostrador Van Veen. Os eletrodos foram mantidos no
sedimento por alguns minutos, tempo necessario para equilibrio e leitura dos
resultados. Foram subsequentemente limpos e lavados com &gua deionizada
apds cada medida em ordem para evitar o envenenamento dos eletrodos por

ions sulfeto. Os resultados obtidos de potencial redox (Eh) foram gerados em
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mV sem a necessidade da corre¢cdo dos valores para eletrodos de referéncia

(usualmente +202 mV para eletrodo AgCl).

5.10 Analises quimiométricas

As analises quimiométricas foram realizadas utilizando-se do software
STATISTICA 6.0 que foi cedido pelo Prof. Dr. Roy Edward Bruns, Instituto de
Quimica da Universidade de Campinas (Unicamp). Os dados foram tratados
pela Proft. Dra. leda Spacino Scarminio do departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Para este estudo foram realizadas
andlise de componentes principais (PCA) e andlise hierarquica de agrupamento
(HCA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Granulometria

A classificagdo textural do sedimento é uma importante ferramenta na
compreensdo da composicdo da MO sedimentar. Sabe-se que a MO
concentra-se preferencialmente na regido que contém sedimentos com graos
de menor granulometria (Porto Filho, 1993). Ainda segundo Porto Filho (1993)
0os depdsitos de um ambiente de sedimentacao refletem também fatores
ambientais tais como as condi¢des climaticas e atividades tecténicas. No caso
de ambientes aquaticos, os principais fatores fisicos sdo a intensidade e
velocidade das correntes e das ondas e as profundidades das colunas d’agua;
fatores ligados a hidrodindmica ambiental.

Nas amostras de sedimento analisadas as fracdes de areia, silte e argila
variaram de 1,4 a 14,1%, 41,7 a 56,4% e 35,1 a 49,8% respectivamente.
Conforme o diagrama triangular de Shepard (1954) (Figura 14) a composi¢éo
granulométrica das amostras é classificada como siltico-argilosa.

A composicéo siltico-argilosa pode indicar uma mudanca do regime de
sedimentagdo no manguezal, com uma menor energia de transporte nas
deposi¢cdes nos sedimentos mais recentes.

Segundo Soriano-Sierra (1993), o substrato do manguezal do Itacorubi
ndo constitui um solo verdadeiro (no sentido pedolégico da palavra), uma vez
que é formado por um depésito de sedimentos finos, saturados de agua
salgada e sem estratificacdo em horizontes e nem evolucdo pedoldgica
definida. Entretanto, o carater polidisperso dos sedimentos indica que o
ecossistema € caracterizado por processos ativos de sedimentacdo de
particulas autoctones e aldctones de fontes terrigenas e marinhas. Esta
caracteristica € bastante evidente em manguezais de bacia, onde 0s processos
hidrologicos e a altimetria do substrato favorecem a deposicdo destas

particulas finas.
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Fig. 14 - Diagrama triangular de Shepard com a classificacdo granulométrica das
amostras de sedimentos do manguezal do Itacorubi.

As maiores porcentagens de areia foram nos pontos P2 e P3 (Tabela 03)
e mostram que o fluxo e refluxo da maré transportam maiores quantidades de
particulas grosseiras (areias finas) até a superficie. A acao de processos
erosivos em fungéo da urbanizagdo deste local também é responséavel por este
percentual de areia nestes pontos. Outra fonte de areia a ser considerada é o
particulado grosseiro acumulado nos canais de esgoto e aguas pluviais sendo
transferido através de chuvas intensas e posteriormente depositado no

manguezal.
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TAB. 03 - VALORES MEDIOS EM PORCENTAGEM DE AREIA, SILTE
DO MANGUEZAL DO ITACORUBI

E ARGILA DE SEDIMENTOS

Amostras % areias finas?® % silte® % argila®
P1 3,2 52,7 44,1
P2 10,9 43,6 45,5
P3 12,7 50,2 37,1
P4 1,9 49,5 48,6

A — MEDIAS DAS ANALISES REALIZADAS EM TRIPLICATAS

6.2 pH e potencial redox (Eh).

As medidas de pH realizadas “in situ” no manguezal (Tabela 04),

indicaram um ambiente ligeiramente acido, com valores entre 6,51 e 6,96. N&do

foram encontradas diferencas significantes entre os valores das amostras

submersas e “secas”. Estes valores s&o similares aos encontrados por

Marchand et al. (2003) em estudo realizado em um manguezal na costa da

Guiana Francesa.

TAB. 04 - PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS DE SEDIMENTOS OBTIDAS EM
DIFERENTES PROFUNDIDADES DE INSERGAO DO ELETRODO

Amostra Prof. (cm) Eh (mV) pH
1 7
p1 3 -5l 6,51
5 - 83
1 - 405
P2 3 - 416 6,81
5 - 444
1 - 275
P3 3 -270 6,89
5 n.d.
1 - 250
P4 3 - 363 6,96
5 - 427

**N.D — NAO DETERMINADO DEVIDO ALTURA INSUFICIENTE DA AMOSTRA COLETADA.
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O Eh é um conceito fisico-quimico que indica a propor¢do de
substancias oxidadas (comuns em meios aerébios) e reduzidas (comuns em
ambientes anaerdbios) de uma solugdo. Os valores do potencial redox podem
variar entre 400 e 700 mV em sedimentos ao ar livre (oxidados) e entre - 300 e
- 250 mV nos submersos em agua (reduzidos). Os valores obtidos paras as
amostras P2, P3 e P4 variaram entre — 444 mV a — 250 mV, caracterizando
estes pontos como ambientes anaerdbios, conforme escala de potencial redox
(Figura 15). Para P3 néo foi possivel a determinagdo de Eh em 5 cm em fungéo

da altura insuficiente da amostra coletada para a inser¢éao do eletrodo com esta

profundidade.
Oxidado
Moderadamente
Reduzido F J \
Altamente Reduzido s A N
Reduzido
/—H
A
4 A
-300 mV -100 +100 +300 +500 +700 mV
I I I I I I
Ambiente anaerdbio Ambiente aerébio

Fig. 15 - Escala do potencial redox de sedimentos (Arana, 2003).

Esta classificacdo déa informacdes quanto as possiveis espécies
quimicas predominantes no ambiente bem como quanto a contribuicdo
microbiana na reducé&o destes ambientes (Figura 16).

O enxofre presente na MO se encontra dentro das proteinas, tanto de
origem vegetal quanto animal. Quando as bactérias degradam a MO, utilizam
parte do enxofre para a fabricag@o de seus proprios constituintes e mineralizam

0 restante.
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A partir daqui se Presenca de

forma o H,S oxigento
A
,/ s ~
S?2« S0, Mn* « Mn*
4 Fe " « Fe* N, < NOy

CH, «CO; A A Ho«oO,

A : : 1 A
L S ) P | |

-300 mV -100 +100 +300 +500 +700 mV
Ambiente anaerébio Ambiente aerébio

Fig. 16 - Sequéncia de reducdo dos elementos presentes em sedimentos (Arana,
2003).

Em ambientes aerdbios, o enxofre encontra-se oxidado sob a forma de
sulfato, jA& em ambientes anaerébios sofre uma reducao e transforma-se em
acido sulfidrico (H.S):

H;S=HS + H*
HS =S* + H*

SO +8H +8e— S¥+4H,0

Bactérias sulfato-redutoras sdo as responsaveis pela conversdo de
sulfato para ions sulfeto. A formacao de ions sulfeto e ainda metano pode ser
evidenciada pelo forte odor caracteristico apresentado nas amostras.

Para a amostra P1 o ambiente foi caracterizado como moderadamente
reduzido. Os valores de Eh obtidos foram entre + 7 e — 83 mV. Explicagdes
plausiveis para este aumento no Eh podem ser atribuidas a fatores biol6gicos
ou fisicos. Primeiro o sedimento pode ser oxigenado pela vegetacdo. A
Avicennia € conhecida pelas suas extensas raizes radiais com pneumatoforos
0S quais sdo responsaveis pela troca de oxigénio entre a atmosfera e o
sedimento (Figura 17). Além disso, a intensa bioturbacdo causada pelos
orificios no sedimento feitos por caranguejos também permite a troca de
oxigénio entre a interface sedimento-atmosfera deixando o ambiente mais

oxidado. E importante mencionar que a quantidade de agua intersticial nesta
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amostra foi maior do que nas demais, fato que também contribui para a
oxidacao do meio.
Esta avaliagédo do Eh foi importante para confirmar a degradagdo da MO

sedimentar por bactérias, principalmente anaerdébias.

preuwmatoforos

/ — T

raizes radiais

40 em

(=]

Fig. 17 - Sistema da raiz de uma Aviccenia schaueriana (Arana, 2003).

6.3 Composicéo elementar

6.3.1 Teor de carbono organico e MO extraida

O teor de carbono orgénico (% CO) € dado em termos de porcentagem
em massa de sedimento analisado. Representa a quantidade total de carbono
associada aos compostos organicos presentes nas amostras analisadas. Por
outro lado a MO extraivel (MOE) pode variar dependendo do tipo de solvente
utilizado durante a extragéo. Estes parametros (% CO e MOE) sé&o associados
a granulometria do sedimento, sendo que, para sedimentos mais grosseiros,
sdo esperados valores mais baixos para estes parametros do que para
sedimentos com granulos menores.

A Tabela 05 mostra o resultado obtido para % CO e MOE nas amostras
de sedimento coletadas no manguezal do Itacorubi. Os valores de CO e MOE
variaram de 1,86 a 4,27% e de 1,08 a 16,6 mg g respectivamente. Conforme
resultados da analise granulométrica, os pontos P2 e P3, que contém maiores

porcentagens de areia, deveriam apresentar menores percentuais de CO e
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MOE. Entretanto, possivelmente devido ao fato de que estes pontos de coleta
sdo aqueles mais distantes da maré e mais proximos as vegetacdes do
mangue, o teor de CO e MOE sao maiores do que o esperado. A explicagao
se d& em fungdo do material detritico proveniente das espécies predominantes

neste meio que enriquecem a MO sedimentar

TAB. 05 - DADOS OBTIDOS DO TEOR DE CARBONO ORGANICO (% CO), EM PORCENTAGEM
DE SEDIMENTO ANALISADO E MO EXTRAIDA (MOE), EM MG G DE SEDIMENTO EXTRAIDO
PARA AMOSTRAS DO MANGUEZAL DO ITACORUBI

Amostras % CO MOE (mg g™)
P1 2,04 3,40
P2 4,27 16,60
P3 3,32 13,54
P4 1,86 1,08

6.3.2 Teor de nitrogénio, razdes de carbono/nitrogénio e
hidrogénio/carbono

O nitrogénio € um dos elementos mais importantes no metabolismo de
ecossistemas aquaticos. Esta importancia deve-se ao fato do nitrogénio tanto
fixado ou assimilado como nitrato ou aménia, ser incorporado em proteinas ou
em outros compostos nos organismos. Na morte ou apds a excre¢cdo, uma
variedade de compostos é liberada; destes, ambnia € o mais importante.
Muitas bactérias heterotréficas tomam parte no processo de amonificacdo de
compostos organicos. Tal processo é o resultado da desaminagdo que ocorre
quando uma proteina ou produtos de sua hidrélise sdo usados como fonte de
energia (Tenore,1983).

Segundo Bowden (1984), tecidos de plantas mortas recentemente,
contém somente de 0,8% a 0,9% de nitrogénio, dependendo da espécie de
planta. A adicdo de nitrogénio vem entdo, da imobilizacdo microbial e de
plantas frescas.

Para melhor interpretacéo destas informacdes foram analisadas além de
amostras de sedimento, amostras das 04 espécies de plantas predominantes

no manguezal, conforme Tabela 06.
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TAB. 06 - VALORES DE CARBONO ORGANICO (CO), N, H E RAZOES ATOMICAS: H/C E C/N DE
AMOSTRAS DE SEDIMENTO E PLANTAS DO MANGUEZAL DO ITACORUBI

Amostras CcoO N H C/N H/C
P1 2,04 0,22 1,20 9,27 0,59
P2 4,27 0,41 1,66 10,41 0,39
P3 3,32 0,40 1,59 8,3 0,48
P4 1,86 0,26 1,47 7,15 0,79
Avic 41,94 1,90 5,92 22,07 0,15
Lag 45,17 1,71 5,62 26,42 0,12
Rhiz 45,42 1,82 6,41 24,96 0,14
Spar 39,69 1,52 5,51 26,11 0,14

Os valores encontrados de nitrogénio nas amostras de sedimento estao
abaixo daqueles citados por Bownden (1984), isto pode indicar que esta
ocorrendo uma rapida mineralizagdo da MO no sedimento, conforme citado por
Vernet et al. (1990).

Razdes de C/N em MO sedimentar sdo Uteis na distingdo entre o aporte
de MO proveniente de algas e plantas superiores. A presenga ou auséncia de
celulose em plantas influencia a razdo em amostras de sedimento. Plantas
avasculares apresentam tipicamente valores entre 4 e 8, enquanto que plantas
vasculares apresentam razdes préximas de 20 ou maiores. Como os pontos de
andlise foram coletados proximos a vegetagdo superior, esperava-se valores
de C/N préximos ou superiores a 20. Entretanto, os valores de C/N das
amostras de sedimento variaram entre 7,15 e 10,41 demonstrando uma mistura
de influéncias de aporte de algas aquaticas, bactérias e plantas superiores.
Estes valores se devem & acdo planctdonica e/ou bacteriana na MO, cuja
degradagé&o diminui a razdo C/N pela imobilizagdo microbiana de nitrogénio e a
mineralizagéo de carbono.

De forma anéloga, a razdo H/C também determina a origem da MO em
que contribuicdes de plantas superiores, fitoplancton e zooplancton podem ser
inferidas (Meyers & Ishiwatari, 1993).

Conforme pode ser verificado através dos valores da Tabela 06, as

espécies de plantas aqui estudadas apresentaram valores considerados baixos
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de H/C, entre 0,12 e 0,15 podendo ser justificados pelo alto conteddo de
ligninas e carboidratos presentes em plantas superiores.

As amostras de sedimento apresentaram valores pouco superiores a
estes, variando entre 0,39 e 0,79 sendo mais caracteristico portanto de aporte
planctdnico com uma grande quantidade de proteinas e lipidios. Os valores de
H/C para derivados de plancton é de 1,7 e 1,9 (Tissot & Welte, 1984). Os
valores intermediérios de H/C encontrados nas amostras de sedimento podem
ser um indicativo do avangado estagio de degradacdo da MO com perdas de
substancias alifaticas e aromatizagdo de compostos ciclicos (Tissot & Welte,
1984).

Com base nestas informagdes podemos confirmar o aporte misto da MO
sedimentar dos pontos estudados tendo contribuicdo tanto terrestre

proveniente de plantas superiores quanto aquatica de plancton e bactérias.
6.4 BIOMARCADORES GEOQUIMICOS
6.4.1 Hidrocarbonetos alifaticos

A identificacdo cromatografica dos hidrocarbonetos alifaticos foi
realizada através de padrbes comerciais, compara¢des com dados da literatura
e através da varredura do fragmento de m/z 85 (Figura 18). As concentracdes
individuais de hidrocarbonetos foram calculadas com base no peso do extrato
total seco das amostras. As porcentagens referentes aos hidrocarbonetos totais

foram obtidas através das areas dos picos do fragmentograma m/z 85.

CHs |
: .
57 85

Fig. 18 - Rota de fragmentacao de hidrocarbonetos alifaticos.

Os hidrocarbonetos com oito ou mais atomos de carbono tém espectros
muito semelhantes. O pico em m/z 85 corresponde a quebra na estrutura ao

lado da ramificagdo do composto dado como exemplo (Figura 18), com
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retencdo de carga no atomo de carbono substituido e gerando um pico de
média a forte intensidade. Uma caracteristica importante na identificacdo de
hidrocarbonetos sé&o as quebras sequenciais com m/z — 14 (perdas de CHy).

As concentracdes de hidrocarbonetos totais estiveram entre 27,5 e 34,6
ug g' de extrato seco para os sedimentos, enquanto que as plantas
apresentaram concentragdes entre 8,8 e 38,8 ug g™ de extrato seco (Tabela
07). Estes valores de concentragdo de hidrocarbonetos caracterizam
ambientes costeiros ndo poluidos a moderadamente poluidos e/ou ambientes
costeiros a mar aberto (Volkman et al., 1992). Os pontos que apresentaram
maiores concentragdes totais de hidrocarbonetos foram P1 e P3. Observou-se
que dentre as plantas a Spartina alterniflora foi a que apresentou a menor
concentracdo de hidrocarbonetos totais (8,8 ug g ). Esse resultado pode ser
justificado por esta espécie ser uma planta avascular, contendo dessa forma

menores concentracdes de celulose e lignina em sua composigao.

TAB. 07 - DISTRIBUIGAO DE HIDROCARBONETOS (UG G PESO SECO) DO EXTRATO TOTAL
(E1) DE AMOSTRAS DE PLANTAS E SEDIMENTOS DO MANGUEZAL DO ITACORUBI

HIDROCARBONETOS P1 P2 P3 P4 Avic Lag Rhiz Spar

C2 13 03 03 1.2 -- -- -- --
Cas 59 15 15 33 10 -- 05 01
Cas 18 13 13 12 18 -- 04 0,6
Cos - 44 16 38 30 09 34 20
Cae 14 07 31 04 07 -- 3,1 10
Cor 38 25 23 26 75 54 42 272
Cos 1,7 14 28 21 26 22 24 04
Cao 57 56 43 40 10,8 165 43 1.2
Cao -- 15 28 - -- -- 1,7 --
Ca1 39 14 3,7 15 114 19 46 13
Cs2 13 10 24 11 -- -- -- --
Css - 46 53 4.2 -- -- -- --
Fitano 09 04 05 03 - - -- --
Pristano 18 13 2,7 18 - - - -
Hc totais 295 279 346 275 388 269 24,6 8,8

** (--) NAO DETECTADO
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Através da abundancia relativa dos hidrocarbonetos pdde-se verificar
uma predominancia de n-alcanos impares em relacao aos pares (Figura 19).

As porcentagens de Cy;, Cy9, C31 € Cz3 somaram valores entre 44,73 e
50,54% do total, sendo o C,9 0 hidrocarboneto mais abundante em todos os
pontos de coleta dos sedimentos e também para as plantas. Estes valores
sugerem, portanto, uma grande influéncia do aporte de MO terrestre, pois estes
compostos sdo provenientes das ceras epicuticulares de plantas superiores
(Eglinton & Hamilton, 1967).

OP1
mP2
OoP3
OpP4
H Avic
O Spar
B Lag
ORhiz

% Hidrocarb. Totais

Fig. 19 — Abundancia relativa de hidrocarbonetos totais do extrato total (E1) das
amostras de sedimentos e plantas do manguezal do Itacorubi.

As concentragdes individuais dos n-alcanos contendo de 22 a 33 4tomos
de carbono das amostras de sedimento e plantas do manguezal do Itacorubi
estdo relacionadas nas Figuras 20 e 21. A néo identificagdo de alcanos de
cadeias curtas nos sedimentos principalmente Ci7 e Cio, caracteristicos de
fitoplancton (< Cu), se deve ao fato de que estes sdo preferencialmente
removidos durante os processos de decomposicdo diagenética. Isto pode ser
explicado por serem substratos mais adequados para microorganismos do que
homélogos de cadeias maiores. Além disso, também se sugere que o0s
homoélogos de cadeias maiores podem estar associados a biopolimeros
refratarios, resultando em baixa susceptibilidade a degradacédo (McCaffrey et
al., 1991).
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A distribuicdo dos hidrocarbonetos das amostras de sedimento tem
caracteristicas semelhantes as das plantas analisadas, diferenciando-se
apenas pela concentracdo. Ressalta-se mais uma vez a grande influéncia do
material detritico de folhas e raizes das plantas presentes no mangue na MO

sedimentada neste ambiente.
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Fig. 20 — Concentracdes individuais de hidrocarbonetos (ug g™ peso seco) do extrato
total (E1) de amostras de sedimentos do manguezal do Itacorubi.
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Fig. 21 — Concentracgdes individuais de hidrocarbonetos (ug g™ peso seco) do extrato
total (E1) de amostras de folhas de plantas do manguezal do Itacorubi.
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Através do perfil cromatogréafico de P1E1 (Figura 22) pode-se verificar a
predominancia de hidrocarbonetos de cadeias impares sobre pares, sendo

também mais uma caracteristica importante do aporte terrestre.
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Fig. 22 - Fragmentograma m/z 85 referente a hidrocarbonetos da amostra P1E1.

Os hidrocarbonetos isoprendides pristano (2,6,10,14-
tetrametilpentadecano) e fitano (2,6,10,14-tetrametilhexadecano) sé&o
caracteristicos de petréleo, sendo 0s constituintes majoritarios dentre o0s
isoprendides e portanto freqientemente utilizados como indicadores de
contaminagdo por combustiveis fésseis (Volkman et al., 1992). Pristano e fitano
sdo produtos de alteracdes geoldgicas de fitol e outros isoprendides naturais e
ndo sdo constituintes primarios da maioria da biota terrestre (Peters &
Moldowan, 1993). Em sedimentos ndo contaminados, a razdo pristano/fitano é
maior que 1, tipicamente entre 3 e 5. Entretanto, valores maiores dessa razao
podem ser justificados pela presengca de pristano derivado de zooplancton
(Blumer et al., 1963). Valores inferiores a 1 indicam a presenga de produtos de
origem petrogénica. Conforme valores estabelecidos pela Tabela 08, as
amostras analisadas apresentaram valores entre 2 e 6, sugerindo portanto um
ambiente ndo contaminado por estes produtos.

indices Preferenciais de Carbono (IPC) foram estabelecidos também
para avaliar a origem da MO do ambiente em estudo (Tabela 08). Os valores

obtidos entre 1,78 e 3,13 para os sedimentos sugerem uma contribuicdo



Resultados e Discussao 51

terrestre com influéncia do aporte marinho, cujos valores tipicos séo entre 1,0 e
1,5.

TAB. 08 - INDICE PREFERENCIAL DE CARBONO (IPC) E RAZAO PRISTANO/FITANO DE
AMOSTRAS DE SEDIMENTOS E PLANTAS DO MANGUEZAL DO ITACORUBI

AMOSTRA IPC RAZAO PRISTANO/FITANO

P1 3,11 2,00

P2 2,77 3,25

P3 1,78 5,40

P4 3,13 6,00

Avic 6,61 --

Lag 11,23 --

Rhiz 2,23 -

Spar 3,4 --

Outro indice utilizado é o RTA (Razédo Terrestre-Aquética). Este indice
fornece a relacdo entre compostos da mesma familia, mas com diferentes
fontes biogénicas. Neste estudo néo foi possivel a obtencdo deste indice em
funcdo de néo se identificar os hidrocarbonetos C;s5, Cy17 € Cyo. Portanto, pode-
se afirmar que através deste indice o maior aporte da MO analisada
responsavel pela distribuicdo de hidrocarbonetos € de origem terrestre em

concordancia com os dados aqui demonstrados.

6.4.2 Acidos carboxilicos

A distribuicdo dos &cidos nas fracdes dos lipidios “livres” (E1), “OH
labeis” (E2 e E3) e “H labeis” (E4), obtida das amostras de sedimento e folhas,
€ apresentada nesta secao. Abordam-se ainda informacgdes sobre a fonte e a
alteracdo da MO a partir da distribuicdo de cada classe ou subclasse acida,
baseadas na literatura.

Em sequéncia relatam-se as possiveis fontes de organismos e a
degradacgédo diagenética das amostras aqui analisadas.

A identificacdo dos &cidos monocarboxilicos (saturados, insaturados e

ramificados do tipo iso e anteiso) foi feita através do ion m/z 87 na fragcdo dos
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lipidios livres, uma vez que estes compostos séo facilmente extraiveis com
solventes organicos.

Os A&cidos aqui identificados estdo na forma de metil ésteres
caracterizados pelo pico base (m/z 74) que ocorre a partir do rearranjo de
McLafferty [CH3-O-C(OH)=CH,]", e da formag&o do pico caracteristico (m/z 87)

conforme ilustrado na Figura 23.

Fig. 23 - Picos caracteristicos da fragmentacao de acidos carboxilicos lineares sob a
forma de ésteres metilicos.

A distribuicdo de &cidos monocarboxilicos em sedimentos reflete tanto
contribuicbes de microalgas quanto de plantas superiores e ainda a extenséo

das alteracdes diagenéticas (Tabela 09).

TAB. 09 — |NFORMA(;36ES SOBRE FONTES DE MO E ALTERA(;OES NAS ESTRUTURAS DE
ACIDOS MONOCARBOXILIOCOS ENCONTRADOS EM SEDIMENTOS MARINHOS (GARCETI'E—
LEPECQ ET AL., 2004)

Ac. Monocarboxilicos saturados

Cadeias médias (C1,-Cy), Microalgas

predominantemente pares

Cadeias longas (>C,) Ceras epicuticulares de plantas superiores

Ac. Monocarboxilicos insaturados

Ci61 W7,9(Z) - &c. hexadecenoico Geralmente associado com diatomaceas

Cig1 w9,9(Z) - &c. octadecendico Microalgas

Ci61 10,6 - &c. Hexadecendico e Cig4 Bactérias Gram-negativas (espécies aerdbias

w7,11(E)- ac. octadecendico e anaeroébias)
Bactérias sulfato-redutoras e anaerobio

Cura fermentadoras.

Ac. Monocarboxilicos insaturados
ramificados e saturados

Bactérias Gram-positivas, geralmente
ausentes em Gram-negativas exceto bactérias
sulfato redutoras

Cadeias médias (C;3-Cy9), impares, iso ou
anteiso, usualmente C;5 ou Cy7

O perfil da composicdo dos &cidos monocarboxilicos foi similar em
quase todas as fragdes, apresentando-se em maiores concentragdes na fracéo
“livre” (E1) (Tabela 10) conferindo assim importantes informagdes quanto ao

aporte e processos diagenéticos da MO do ambiente em estudo.
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Observou-se através da distribuicdo desses compostos que ocorreu a
presenca de acidos lineares saturados C;o-C,; nas amostras de sedimento e
de C14-C3; nas folhas. Este perfil descreve o aporte sedimentar tanto aquatico,
proveniente de microalgas (Ci2-Cz), quanto terrestre de plantas superiores
(>C20).

A distingdo entre os aportes aquaticos e terrestres ha composi¢ao acida
de sedimentos pode ser uma tarefa dificil. Um acréscimo na contribuigcdo
relativa de acidos > C,y comparados com C;,-C,o pode refletir um aumento
relativo do influxo de plantas superiores e/ou um acréscimo do nivel de
alteracdo dos acidos de cadeia média, preferencialmente degradados,
derivados de algas. Isso é decorrente do fato de que em areas costeiras com
larga influéncia fluvial um influxo alotéctone de algas de agua doce também
pode contribuir com &cidos de cadeia média em adicdo aos &cidos
provenientes de algas marinhas.

Com relagdo aos indices de IPC e RTA, os resultados confirmam os
dados discutidos acima. Os valores obtidos foram entre 1,42 e 6,5 para IPC
(aporte aquatico e terrestre) e RTA entre 0,1 e 0,27 (aporte aquético). N&o foi
possivel calcular o RTA para todas as amostras em funcéo da néo identificacéo
de alguns acidos de cadeias longas como Cyg e Caso.

A Figura 24 revela uma concordancia entre a composi¢cdo de é&cidos
lineares saturados de cadeias médias das amostras de sedimento e das folhas
das espécies do mangue na contribuicdo destes na sedimentagéo da MO.

Acidos saturados Cis e Cig S&0 majoritarios em todas as amostras,
demonstrando uma predominancia de compostos de cadeia par sobre impar,
mais uma caracteristica de aporte terrestre. A razdo C;¢/C13 Se manteve
equivalente entre os pontos P1 e P2, entretanto para P3 e P4 houve uma
inversdo nesta razdo, sendo maiores as concentracdes de C;s. Para a
Avicennia e Laguncularia o acido Ci6 foi 0 predominante, ao contrario do

observado para Spartina e Rhizophora.
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TAB. 10 - DISTRIBUICAO DE ACIDOS MONOCARBOXILICOS DO EXTRATO TOTAL (E1) DE

AMOSTRAS DE SEDIMENTO E FOLHAS

Concentragdo (ug g~ extrato seco)

Composto P1 P2 P3 P4 Avic Lag Spar Rhiz
n-Cio 0,1 0,3 -- 0,6 - - - -
n-Cy, 0,8 3,0 -- 11,5 - - - -
n-C13 0,5 0,5 -- 0,4 -- -- -- --
N-Cyq 1.4 1,1 1,9 1,3 6,3 3,4 0,37 -
ai-Cyy - - -- - 0,7 0,9 0,9 0,9
ai -Cy4 5,9,13 1,1 0,6 438 - - - - -
i-Ci4 7,8 55 -- 5,2 - - - -
n-C15 4,2 4,2 -- 5,4 -- -- -- --
ai-Cys 7,3 9,6 7,7 18,7 - - - -
i-Cis 3,5 2,2 6,7 2,3 - - - -
Nn-Cg 29,9 44,7 47 123,3 87,5 159,9 181,1 126,1
N-Cie1 W7- CiS 1,7 -- - -- -- -- -- --
N-Cyg:1 W7- trans 0,8 2,3 -- 3,4 - - - -
N-Cie1 W9 - CiS 7.3 0,4 - 2,9 -- -- -- --
ai-Cyp 4,5 2,6 -- 3,9 - - - -
i-Cie - - 51 - - - - -
ai-C17 5,1 1,8 -- 1,7 -- -- -- --
i-Cq7 15 8,2 -- 1,1 - - - -
n-C17 4,0 2,8 -- 7,7 -- -- -- --
Nn-Cig 152 36,5 198 1357 0,7 120,6 314,1 192,4
n-Cig3 - trans -- -- -- -- 1,7 206,5 22 6,3
Nn-Cig1 w10 6,7 3,6 -- 49,7 - - - -
N-Cig1 w15 8,0 4,6 59 31,1 - - - -
Nn-Cigq W19-cis 1,3 0,4 -- 1,3 -- -- -- --
ai-Cyg 6,7 57 -- 4,7 - - - -
n-Cio - - -- - 0,1 - - 0,3
Nn-Cio; w10 25 - -- - - - - -
n-Clg;l w10 2,1 0,9 -- -- -- -- -- --
N-Cio1 w11 25 0,7 -- 1,8 - - - -
n-Cso 55 3,7 2,0 4,9 8,3 55 10,3 3,5
n-C,q 4,0 - -- - - 15 - -
n-Cs; 53 3,5 2,8 4,8 5,7 7,2 8,7 2,0
n-Cyy4 wW13-cis 1,7 0,5 -- 2,6 -- -- -- --
n-C,,., w13-trans 3,2 -- -- 1,6 -- -- -- --
n-C,s 2,6 1,4 -- 1,7 2,3 3,0 2,1 2,6
N-Cs, 8,6 5,6 2,7 7,4 4,0 5,6 5,8 2,6
n-Css 52 - -- - 2,2 15 - 0,6
n-Csg - - 7,0 2,7 6,7 29 0,6 10,8
n-Cs; - - -- 8,4 3,1 0,8 0,5 1,7
n-Csg - - -- - - 6,2 - 30,8
n-Cs; - - -- - - 12,2 0,9 21,4

** (--) NAO DETECTADO
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Fig. 24 - Distribuicdo relativa de acidos lineares saturados (C14-C) do extrato total
(E1) das amostras de plantas e sedimentos.

Em quantidades significantes também foram detectados nos sedimentos
acidos insaturados, principalmente Cis € Cig associados a microalgas e
bactérias. A posicdo da dupla ligagdo pode ajudar a discriminar quais 0s tipos
de precursores contribuintes, tais como microalgas (diatomaceas) e/ou
bactérias (sulfato redutoras). Acidos mono-insaturados Cie1 € Ciga foram os
predominantes nos sedimentos superficiais. Eles séo derivados de fitoplancton,
microalgas e bactérias. Nas folhas da Laguncularia foram detectadas altas
concentracdes de n-Cig.3 — trans (206,5 pg g extrato seco).

Os A&cidos saturados ramificados s@o biomarcadores de bactérias,
incluindo espécies Gram-positivas em geral e as sulfato redutoras entre as
bactérias Gram-negativas. Os correspondentes saturados iso ou anteiso de
cadeias médias (C14-Ci9) foram detectados no sedimento, sendo
predominantes os acidos Cis e Cy7.

A formacdo biologica de hidroxiacidos € caracterizada pela alta
diversidade em termos de precursores e composi¢cdo quimica. (Tabela 11).
Além disso, hidroxiacidos em MO sedimentar podem ser originarios da
producdo diagenética in situ através da oxidagdo microbioldgica de &cidos
monocarboxilicos. A oxidacdo diagenética preferencialmente resulta na
formacdo de B-, w e (w-1) hidroxiacidos uma vez que (i) a rota de B-oxidacéo é
mais eficiente que a na producdo de hidroxiacidos como intermediarios no

catabolismo de &cidos carboxilicos e (i) w e (w-1) sdo comumente produzidos
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pela oxidacdo terminal de &cidos graxos e intermedidrios na oxidagdo de

acidos mono a dicarboxilicos (Kawamura et al., 1987).

TAB. 11 — INFORMAGOES SOBRE FONTES DE MO E ALTERAGCOES DIAGENETICAS DE
HIDROXIACIDOS MONOCARBOXILICOS EM SEDIMENTOS MARINHOS (GARCETTE-LEPECQ ET

AL., 2004)

Hidroxiacidos n-saturados

Cadeia média e longa (Cy6-C3o), pares,
ésteres a-OH acidos

Cadeia média (C1,-Cy), pares, amida 3-OH
4cidos

Cadeia longa (C,6-C30) ,pares, ésteres 3-OH
4cidos

Cadeia média e longa (Cy6-Cyg), pares,
ésteres w-OH éacidos

Cadeia longa Cyg, Cog, € C3(w-1) OH &cidos

Microalgas

Exclusivamente de origem bacteriana
(bactérias sulfato-redutoras, cianobactérias e
metanotroficas)

Microalgas

Cutinas, suberinas e ceras epicuticulares de
plantas superiores.

Bactérias metanotroficas.

A identificacdo de a e w-OH &cidos foi realizada através da varredura de
fragmentos chave como m/z 89 (a-OH) e m/z 146 + 159 (w-OH) conforme
fragmentacOes sugeridas (Figura 25). N&o foram detectados e/ou identificados

B-OH é&cidos em nenhuma das amostras analisadas.

H
R——CHCO,CH; — = (CH2);Si0*  ou (CH3):SiOH,'——c,
: m/z 89
OSi(CHy)s
OSi(CHs)s
CHz_C+
OCH;
(CH)nCO,CH;
m/z 146

OSi(CH)s

OSi(CHy)3

CHZZC—CH\
H O*CHs

m/z 159

Fig. 25 - Principais fragmentac¢des de a e w-hidroxi metil ésteres, TMSi éteres.
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TAB. 12 - ABUNDANCIA RELATIVA INDIVIDUAL (%) DE a - E w - OH ACIDOS OBTIDOS VIA
TRATAMENTOS SEQUENCIAIS EM AMOSTRAS DE SEDIMENTOS E FOLHAS

Abundancia relativa individual (%)

Composto P1 P2 P3 P4 Avic Lag Spar Rhiz
a-OH Cie 1,69 12,46 10,73 - - - - -
a-OH Cy7 1,84 335 13,03 17,74 - - - -
w-OH Cs 33,16 37,04 29,78 106 - - - -
a-OH Cis 246 3,76 042 474 - - - -
a-OH Ca 220 4,27 383 2147 7,06 266 1383 9,06
w-OH Cis 3894 900 2274 075 - - - -
a-OH Cz, 225 569 - 818 021 @ - - -
a-OH Cys 2,30 200 243 1790 682 453 786 954
a-OH Cys 862 509 7,71 7,03 1236 809 17,76 37,73
a-OH Cas 181 213 - - ~ 439 339 7,99
a-OH Cz 0145 080 -- 1460 o064 145 4,9 4,22
w-OH Cz 3,65 10,07 8,89 032 - - - -
a-OH Cy7 0,93 434 046 6,21 - - - -
w-OH 9,10,16 - Cy6 - - - -- 69,75 78,76 50,87 -
w-OH 9,10 - Cys - - - - 3,16 0,11 —~ 2,58
w-OH Cyg1 - - - - - - - 28,87

** (--) NAO DETECTADO

Os a-OH &4cidos foram encontrados somente apds tratamento acido
(fracdo E4) indicando que estdo presentes ligados como amidas ou
glicosideos. J& os w-OH acidos foram identificados na fragdo E3 (hidrélise
bésica). A abundancia relativa destes compostos encontra-se relacionada na
Tabela 12.

A presenca de a-OH acidos C,6-C15 vem reforcar novamente o aporte de
microalgas na MO sedimentar, sendo confirmado pela auséncia destes nas
amostras das folhas do mangue. Entretanto, as folhas apresentaram
concentracdes de a-OH &cidos de cadeia longa (C-Cy), sendo estes
biomarcadores referentes a cutinas, suberinas e ceras destas plantas. A

presenca de w-OH &cidos tanto em sedimentos quanto em folhas esta
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relacionada a w-oxidacdo microbiana e/ou pela sequiéncia de reac¢des durante
a extracao.

Pequenas quantidades de acidos aromaticos como o acido 4-hidroxi
benzéico e o 4-hidroxi-3-metoxi cindmico foram constatadas em todas as
amostras (fracdo E4) também referentes a cutinas e suberinas. A presenca de
anéis arométicos com substituintes metoxi esta relacionada a unidades

remanescentes da cadeia lateral de unidades basicas de lignina (Figura 26).
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HEIH-___.C-CIH—HIi — Giic S
5 ul
CHgO i HO HS —C H—C HO
. -:-—-:IH
=k C: HgO)
H:E O ZH Ha  H
! S
H i | = OH ':IHz
HZ O HC —HC —HC —Q—D —CH
0 CHzOH
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Fig. 26 - Estrutura sugerida da lignina (Brunow, 1998).

6.4.3 Terpendides e esterois

Assim como ocorreu na identificagcdo de todos os biomarcadores
relatados até agora, realizou-se uma varredura de alguns ions sugeridos pela
literatura (m/z 129, 189, 203, 216, 218), isso devido a grande diversidade
existente destas classes de compostos (oleananos, ursanos, taraxeranos,
lupanos e seus homoélogos insaturados). Os ions referentes a estes fragmentos

se encontram na Figura 27.
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Fig. 27 - Fragmentos utilizados para identificacéo de terpendides e esterdis.

A distribuicdo dos terpendides e esterois variou significantemente entre
os sedimentos e as folhas das quatro espécies, sendo registrada a presenca
destes compostos tanto na fracéo “livre”, quanto nas “OH e H” labeis (Tabela
13). Devido a esta diversificagdo e maior estabilidade em relacdo a outros
biomarcadores frente aos processos diagenéticos, esses compostos sdo muito
utilizados em estudos sobre fontes de MO (Koch et al., 2003).
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TAB 13 - DISTRIBUIGAO DOS TRITERPENOIDES PENTACICLICOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO
TOTAL (E1) NAS AMOSTRAS DE SEDIMENTO E PLANTAS

Concentragao (ug g~ extrato seco)

Composto P1 P2 P3 P4 Avic Lag Spar Rhiz
friedelina 2,2 1.4 20 1,2 2,2 -- -- --
campesterol 26 15,7 10,7 12 1,3 -- 2,1 --
taraxerol 3,9 52 13,9 2,2 -- -- -- 1,9
B-amirina 39 89 33 8,2 90,6 12,4 10,8 38,3
germanicol 17,7 2,4 10,3 3,9 57 -- -- --
lupeol 108 86 21 - 11,2 4,7 5,6 -
a-amirina 16,1 165 49 126 5,9 - 8,4 51
betulina 1588 9,7 24 4,2 2,3 - - -

** (--) NAO DETECTADO

Dentre os terpenos identificados na fracdo dos lipidios extraiveis (E1) os
triterpenos pentaciclicos foram predominantes. Nesta classe incluem: friedelina
(D:A- 3 friedoleanona), campesterol (24a-metil-5-colesteno-33-ol), germanicol
(18-oleaneno-3B-ol), lupeol (20(29)-lupeno-3B-ol), taraxerol (14-taraxereno-343-
ol), a e B-amirina (12-urseno-33-ol e 12-oleaneno-3B-ol), e betulina (20(30)-
lupeno-3(3,28-diol) (Figura 28). Esses compostos sdo comuns em plantas
superiores e tém sido identificados em ceras cuticulares de folhas de mangue.
Portanto para prover conhecimento quanto a relacdo entre a MO proveniente
da interface superficie-agua e de plantas se faz necessario monitorar o perfil
destes marcadores.

A abundancia relativa individual dos triterpendis pentaciclicos esta
demonstrada na Figura 29. Todas as amostras de sedimento continham
quantidades significantes de campesterol, a e B-amirina. Enquanto que
taraxerol foi predominante em P3, grandes percentagens de lupeol e betulina
foram detectadas em Pl e P2. Em P3 também foi detectada grande
percentagem relativa de germanicol. J& para as espécies de mangue a [3-
amirina foi o composto que predominou alcancando valores maximos em
Avicennia e Rhizophora. Entre as amostras de plantas taraxerol foi encontrado
apenas em Rhizophora, resultado concordante com Koch et al. (2003), sendo

portanto um biomarcador para esta espécie de mangue.
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Fig. 28 - Estruturas e valores dos fragmentos chaves utilizados na identificacdo dos
triterpendis pentaciclicos.



Resultados e Discussao 62

Da mesma forma friedelina, germanicol e betulina foram eleitos
marcadores quimicos para material derivado da Avicennia. Portanto a presenca
destes compostos nos sedimentos superficiais do manguezal do Itacorubi
refere-se ao processo de “litter fall’, ou seja, da decomposicdo das folhas

destas espécies do mangue e a incorporacdo destes na MO sedimentar.
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Fig. 29 - Abundancia relativa dos oito triterpenos pentaciclicos monitorados no extrato
total (E1) nas amostras de sedimentos e folhas de plantas coletadas no manguezal do
Itacorubi.

Os esterois C,7 e Cyg refletem a contribuigdo do aporte de algas na MO.
Em contraste, embora também presentes em algumas algas, os compostos Cog
sdo caracteristicos de plantas vasculares. Os fitoesterdis (Cy) nas plantas
foram: B-sitosterol CyoA® (24-etil-5-colesteno-3B-ol), y-sitosterol (24pB-etil-5-
colesteno-3B-ol) e estigmasterol CyoA># (24-etil-5,22-colestadieno-3p-ol).
Estes compostos apresentaram-se em abundancia nas folhas das plantas,
sendo também detectados nos sedimentos.

Além destes, esterdis C,; como: colesterol Cy7A° (5-colesteno-33-0l),
epicoprostanol (30-5B-colestano-3-ol), 5a-8-colesteno-3-ona, 24-
etilcoprostanol, coprostanol (3-5B-colestano-3-ol) também foram identificados
nas amostras de sedimento. A Tabela 14 descreve as concentracdes

individuais destes esterdis.
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TAB. 14 - CONCENTRAGAO INDIVIDUAL DE ESTEROIS IDENTIFICADOS NO EXTRATO TOTAL
(E1) DE AMOSTRAS DE PLANTAS E SEDIMENTOS NO MANGUEZAL DO ITACORUBI

Concentragdo (ug g extrato seco)

Composto P1 P2 P3 P4 Avic Lag Spar Rhiz
B-sitosterol 7,4 51 239 30 335 150 297 9,6
y-sitosterol 20,2 7,4 9,6 4,5 5,8 5,4 1,0 4,5
estigmasterol 4,1 6,7 10,7 1,0 8,8 51 5,8 5,0
colesterol 35 2,7 13,4 0,8 -- -- - -
epicoprostanol 7,7 12,0 6,9 4,4 - -- - --
coprostanol 10,7 11,1 6,6 1,9 -- -- - -
5a-8-colesteno-3-ona 3,0 59 15,4 5,0 -- - - -
24-etilcoprostanol 11,3 16,6 2,2 5,5 -- -- -- -

** (--) NAO DETECTADO

Dentre os fitoesterois, o B-sitosterol predominou em todas as espécies
de mangue (variando entre 9,6 e 33,5 ug g™ extrato seco), estando presente
também em grande quantidade nos sedimentos, principalmente em P3 (23,9 ug
g' extrato seco). Entretanto no extrato da MO sedimentar ocorreu um
predominio dos esterbis C,; apresentando valores de 50,1 a 71,6% dos
esteradis totais.

Os esterois Cy; relacionados séo todos utilizados como indicadores de
poluicéo fecal. A presenca destes nas amostras de sedimento era esperada
uma vez que o manguezal foi utilizado como aterro sanitario por varios anos,
recebendo ainda hoje grande descarga de esgoto doméstico.

Embora as concentragdes de colesterol sejam inferiores em relacio aos
demais esterdis Cy7, fica evidente a contaminacao por esgoto, uma vez que 0S
demais compostos sdo subprodutos de sua alteragdo microbiana.

As concentragdes de coprostanol alcangaram valores superiores a 9 ug
g’ caracteristico de ambientes sedimentares altamente contaminados com
esgoto (Nichols & Leeming, 1991).

Uma forma de determinar o impacto sobre o ambiente por efluente
domeéstico é a razdo de esterdis (C,7-Cyg). Para isto foram calculadas as razdes
de colesterol/B-sitosterol,  coprostanol/epicoprostanol,  coprostanol +

epicoprostanol/esterdis totais (%), sugeridas por Green et al. (1992).
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Fig. 30 - Razdo colesterol/B-sitosterol obtida das amostras de sedimento do
manguezal do Itacorubi.

colesterol/b-sitosterol

Através dos valores obtidos de colesterol/B-sitosterol entre 0,27 e 0,56
(Figura 30) a informagéo seria de que néo haveria aporte antropogénico neste
meio, contudo esta informacdo ndo é suficiente. Entretanto estes resultados
nao sado condizentes com as percentagens de C,; presentes no sedimento. O
nivel de esterdis C,; sugere a contaminacdo do meio, portanto sendo

necessario a comparacao destes resultados com outros indices.
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Fig. 31 - Razdo coprostanol/epicoprostanol obtida das amostras de sedimento do
manguezal do Itacorubi.

Valores de coprostanol/epicoprostanol proximos a 1,5 (Figura 31) séo
apenas sugestivos quanto a contaminacao por esgoto doméstico, uma vez que

estes compostos também podem ser excretados por outros mamiferos. Em que
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pese esta hipotese esta descartada, sendo mais provavel a contaminagao por
esgoto, visto que o0 manguezal se localiza préximo de um aterro sanitario.

Para confirmar a intensidade do impacto no local por efluentes
domeésticos, utilizou-se também a razdo coprostanol + epicoprostanol/esterois
totais (%) (Figura 32). Valores entre 26% (P3) e 41% (P2), sdo comparados
aos obtidos em estudos nos canais de Veneza, Itdlia, onde foram observados
valores entre 32 e 44% (Sherwin et al., 1993).

cop+ecop/est. Totais (%)

P1 P2 P3 P4

Fig. 32 - Razdo coprostanol + epicoprostanol/esterdis totais (%) obtida das amostras
de sedimento do manguezal do Itacorubi.

6.5 Andlise quimiométrica multivariada

Para este estudo foram realizadas as analises de PCA e HCA utilizando-
se como parametro a altura dos picos cromatograficos de alguns compostos
selecionados nas amostras de sedimentos e folhas. Foram escolhidos aqueles
CUjos precursores seriam provenientes apenas das plantas aqui estudadas.
Desta forma os compostos utilizados nesta correlacdo estdo apresentados na
Tabela 15 com os respectivos valores das alturas dos sinais cromatograficos.

Aplicada a PCA nos dados relacionados, chegou-se a concluséo de que
seriam necessarias apenas 02 componentes (PCs) resultando num total de
72% de significancia entre CP1xCP2, onde CP1=46,14% e CP2 = 25,7%
(Tabela 16).
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TAB. 15 - COMPOSTOS UTILIZADOS NA ANALISE QUIMIOMETRICA MULTIVARIADA E AS
RESPECTIVAS ALTURAS DOS SINAIS CROMATOGRAFICOS

P1E1 P2E1 P3E1 P4E1 AVIC E1 SPAR E1 LAG_E1 RHIZ_E1
ac. n-Cy 159238574 30866 9238091 2,95E+08 1,01E+09  8,94E+08 7,76E+08 1,03E+09
ac. n-Cyy 0 709056 9601315 18446957 0 0 0 5761319
ac. n-Cyg 79697719 9160158 7784137  3,22E+08 1,7E+08 1,54E+09 5,85E+08 1,56E+09
hidroc. n-Cy3 31228637 372393 3346809 7793224 11183606 281062 0 4444076
acido n-Cy 29003348 941780 3397968 11684804 95695402 50659155 26725406 28238260
hidroc. n-Czs 9497141 326865 3015757 2921074 20939254 3187275 0 0
hidroc. n-Cys 48113335 1102601 3627638 9013649 34450619 9786940 4250336 28004907
ac. n-Cy, 27581057 871262 6335115 11469582 65859344 21762776 34735267 29035208
hidroc. n-Cy 7160805 178229 7071564 928284 8487779 11041602 0 25409432
ac. n-Cys 5184443 107066 13173854 837732 26450467 10597097 14518817 21470294
hidroc. n-Czr 20078764 626082 5297522 6220624 85806187 4860604 26097429 34016057
ac. n-Cy 45342749 1397878 3000625 3002998 45564420 28708359 27178280 21497911
hidroc. n-Cyg 9180023 0 6340692 5117371 30225986 1785006 10671066 19258427
ac. n-Cys 13804754 143323 1415730 3538553 0 0 7330654 4673883
hidroc. n-Cyg 29945745 1408131 9798484 9527146  1,24E+08 6101273 79940639 35206113
ac. n-Cy 0 0 0 0 77135274 3043173 13876187 88450163
a-amirina 84444250 4150420 11074461 30190831 68109081 41552586 0 41767058
B-amirina 93115408 2238370 7585503 19581834 1,04E+09 53265012 59997346 78749901
B-sitosterol 38778031 1281365 54583221 7235109 1,01E+08  1,47E+08 72553256 3,13E+08
betulina 81306193 2435277 5529759 9990039 25947794 0 0 0
campesterol 136272651 3949433 24485336 28813310 14768488 10558823 0 0
estigmasterol 56310773 2776856 15044825 8295579 0 28689306 24536864 0
friedelina 11784025 355667 4552118 2916100 25553153 0 0 0
y-sitosterol 105809552 4047355 21901410 10669083 66647815 5155160 26300743 36670347
germanicol 56858100 593907 23531545 9388854 65282802 0 0 0
lupeol 27835954 2163492 4682758 0 1,29+08 27494547 22814652 0
taraxerol 20503918 1315152 31808833 5258747 0 0 0 15288698

** OS VALORES CONSIDERADOS COMO ZERO SAO CONSIDERADOS COMO COMPOSTOS AUSENTES E/OU QUE ESTEJAM
ABAIXO DO LIMITE DE DETECGAO DO INSTRUMENTO

TAB. 16 - % DE SIGNIFICANCIA DAS COMPONENTES PRINCIPAIS

Componentes Principais

Valores de peso % Total Acumulativo Acumulativo
1 12.45865 46.14316 12.45865 46.14316
2 6.92692 25.65528 19.38558 71.79844
3 3.52658 13.06141 22.91216 84.85985
4 1.92840 7.14222 24.84056 92.00207
5 0.97176 3.59911 25.81232 95.60117

A visualizacdo do histograma na Figura 33, contendo as distancias
Euclidianas entre as amostras, indica a similaridade da composi¢do entre
estas. Observamos que o0s compostos que apresentam maiores distancias
Euclidianas sdo os que apresentam maior similaridade entre as amostras,
sendo eles: B-amirina, B-sitosterol, nonacosano e &acidos hexadecandico e

octadecandico.
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Fig. 34 - Grafico de scores de correlacéo entre CP1 x CP2.
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Fig. 35 - Grafico de loadings de correlagao entre CP1 x CP2.

Através da visualizagdo dos dados obtidos entre graficos de scores e
loadings podemos correlacionar os dados obtidos com as amostras (Figuras 34
e 35).

Observando os graficos de scores e loadings pode-se observar que a
Spartina é a planta estudada que tem a maior contribuicdo na MO sedimentar
nas concentracbes dos acidos hexadecandico e octadecandico, concordante
com a andlise univariada (dados das Tabelas de composi¢&o). Estatisticamente
as concentragdes de B-sitosterol ndo variam significantemente entre as plantas.

A localizacdo da amostra Avicennia a esquerda no gréfico de loadings
esta relacionada aos compostos que se apresentam a esquerda do grafico de
scores. Quanto mais a esquerda, maiores s@o as concentracdes destes. Assim
estdo relacionados a sua composicdo: friedelina, B-amirina, germanicol,
betulina, lupeol, a-amirina e hidrocarboneto C,9. Conforme estes compostos se
deslocam para a direita, menores concentracdes destes sao registradas para a
Avicennia. O mesmo comportamento cabe as demais amostras. Esta
informacé@o também é conclusiva com a analise univariada, sendo portanto a
Avicennia a maior contribuinte destes compostos na fracdo lipidica
sedimentada, concordante com o grande numero desta espécie de mangue

existente no manguezal do Itacorubi.
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Confirma-se ainda a presenca do biomarcador taraxerol para a
Rhizophora, sendo a maior concentrac@o identificada em P3E1, conforme j&
citado anteriormente. O acido heptadecandico apresenta-se no lado direito do
grafico de scores, posicao correspondente a 3 amostras de sedimentos (P2E1,
P3E1 e P4E1l no gréafico de loadings). Entretanto este composto ndo faz
correlagdo estatistica com nenhuma das espécies de mangue, conforme pode
ser observado pelos gréficos. Isto ocorre por este composto ser um
biomarcador tipico de algas. Ainda através dos gréficos pode-se confirmar que
0 acido pentacosandico, o estigmasterol e o campesterol tém suas
concentracdes identificadas em P1E1l correlacionadas a Avicennia, resultado
em concordancia com as Tabelas apresentadas.

Avaliando a Figura 36 na qual as amostras estdo plotadas em um
histograma, observa-se o nivel de similaridade entre as mesmas. Pode-se
observar através deste histograma que dentre as espécies de mangue,
Rhizophora e Spartina sdo as que apresentam o maior nivel de similaridade e
entre as amostras de sedimento as de maior similaridade séo P3E1 e P2E1.

Avicennia e Laguncularia formam uma classe distinta por ndo terem
similaridade entre si, e com menor semelhanga em relagdo as demais. A
similaridade entre Rhizophora e Spartina pode ser estabelecida pelas altas
concentragdes de a-amirina e 4cido octadecandico, representando as maiores
contribuigcdes individuais dentre as espécies de mangue para as amostras de
sedimento. Os compostos friedelina, germanicol e betulina identificados apenas
na Avicennia sdo a razdo da menor similaridade apresentada,
consequentemente esta ndo se correlaciona significativamente com as demais
espécies. O mesmo é verificado para Laguncularia que se caracteriza por
apresentar alta concentracdo de nonacosano (n-Cyg) e concentracfes menores
dos demais hidrocarbonetos analisados, diferencial que a torna uma classe
separada no histograma.

Apesar de serem classificadas de forma a ocorrer uma separagéo entre
as classes, todas apresentam um minimo de similaridade entre si atribuida aos

compostos comumente encontrados nestas espécies.
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Fig. 36 - Histograma de similaridade entre as amostras.

Dentre as amostras de sedimento o histograma separa estas em 3
classes distintas (Figura 36). P4E1l representa a classe com menor
similaridade, seguida por P1E1 também separada no histograma. A outra
classe se refere a maior similaridade registrada entre P2E1 e P3ELl. Esta
similaridade entre P2 e P3 se deve ao fato de que estas amostras sdo aquelas
que foram coletadas em local seco (expostas ao ar) e, portanto proximas as
espécies de mangue aqui avaliadas. Com isso apresentam as mesmas
condicdes de preservacdo para 0s biomarcadores e 0 mesmo aporte
proveniente destas plantas. J& o mesmo ndo ocorre para os pontos P4 e P1
(coletados submersos) por serem provenientes de locais de processos
dindmicos de sedimentacdo (efeito das marés), motivo pelo qual apresentam
um perfil de MO sedimentar diferente das demais amostras de sedimento

estudadas.



Consideracgdes Finais 71

7 CONSIDERACOES FINAIS

Andlises qualitativas e semi-quantitativas foram realizadas a fim de
identificar biomarcadores lipidicos em diferentes fracées (livres, “OH labeis” e
“H labeis”) obtidas através de tratamentos sequenciais, de amostras de
sedimentos e plantas do manguezal do Itacorubi. A realizagdo do estudo
geoquimico da MO sedimentar em concomitancia com a avaliacao lipidica das
folhas de mangue nos forneceu conhecimento para a distingdo entre as
possiveis fontes biogénica e/ou antropogénica, sendo esta Ultima responséavel
pela contaminagdo do meio. A avaliagdo da composicdo lipidica das plantas
reforgcou os dados da literatura, confirmando que o maior contribuinte da MO
sedimentar s&o os detritos de plantas deste ecossistema.

As analises granulométricas foram imprescindiveis para a
complementacdo dos dados sobre o processo de deposicdo de particulas
sedimentares e a preservagao dos biomarcadores neste ambiente.

Analises elementares (C, H, N) deram um indicativo do avangado
estagio de degradacdo da MO confirmando um aporte misto de contribuicbes
terrestres e aquéticas com forte influéncia de bactérias na decomposi¢cdo dos
detritos de plantas.

As medidas de potencial redox (Eh) foram de suma importancia para a
classificagdo do meio. A caracterizagdo do ambiente como altamente reduzido
esteve de acordo com as andlises elementares e a identificacdo de alguns
biomarcadores, que indicaram uma intensa atividade microbiana no sedimento.

A distribuicéo relativa dos hidrocarbonetos nas amostras dos sedimentos
foi semelhante a encontrada nas folhas das plantas do manguezal. A néo
identificacdo dos alcanos de cadeias curtas caracteristicos de fitoplancton (<
C24), principalmente C;7 e Ciq, deve-se ao fato de que séo preferencialmente
removidos durante os processos de decomposi¢cdo, ndo ignorando, portanto o
possivel aporte destes. O indice IPC, e a razdo pristano/fitano indicaram néo
haver contaminacdo do ambiente por combustiveis fosseis.

O estudo de &cidos carboxilicos revelou que esta classe de compostos é
uma importante ferramenta em geoquimica. A presenca destes em todas as
fracdes (livres, “OH labeis” e “H labeis”) demonstra o poder de preservacao

destes frente aos processos diagenéticos. O perfil dos acidos identificados
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também confirmou o aporte de algas e bactérias, dando informacbes que
possibilitam identificar as possiveis espécies precursoras.

A monitorag&o de triterpendides pentaciclicos nas amostras foi essencial
para inferir a contribuicdo de cada espécie de planta do manguezal na MO.
Através desta pode-se eleger o taraxerol como biomarcador para a Rhizophora,
resultado concordante com Koch et al. (2003), da mesma forma friedelina,
germanicol e betulina foram eleitos marcadores quimicos para material
derivado da Avicennia no manguezal do Itacorubi.

Este estudo ainda possibilitou através dos esterdis identificados nas
amostras avaliar a impactacdo do meio por efluentes domésticos. O uso da
razdo de esterdis biomarcadores C,; e Cy9 como colesterol/B-sitosterol,
coprostanol/epicoprostanol, coprostanol + epicoprostanol/esterdis totais
evidenciaram a contaminacao do manguezal por esgoto doméstico.

A utilizacdo de métodos estatisticos de andlises multivariadas através da
quimiometria ofereceu uma melhor correlagdo entre a composi¢édo lipidica
encontrada nas folhas das plantas e a encontrada no sedimento. Através
destas andlises foi possivel verificar a importancia das espécies de mangue na
MO sedimentar e ainda a diferenga na composigéo organica das amostras de
sedimento coletados em pontos sob condigdes diferentes de sedimentagéo.

A realizacdo deste trabalho serd de fundamental importdncia como
dados pretéritos para pesquisas futuras de monitoramento e avaliagéo

ambiental neste ecossistema.
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Fig. 1 — Espectro de massas do composto y-sitosterol.
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Fig. 2 — Espectro de massas do composto B-sitosterol.
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