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CAPITULO 1: UTILIZACAO DE Typha angustifolia L. COMO BIOSSORVENTE

PARA REMOCAO DE CLORANFENICOL EM AMOSTRAS AQUOSAS

RESUMO

A identificacdo e quantificacdo de diferentes contaminantes em aguas naturais tém sido
amplamente divulgadas em meios cientificos. Nas duas ultimas décadas, a remogéo, em
meio aquoso, de farmacos e seus metabdlitos, também designados contaminantes
emergentes, tem recebido destaque. O problema da existéncia destes compostos no
ambiente, além da sua persisténcia, relaciona-se com a ocorréncia de bactérias mais
resistentes, sendo um grave risco para a saude. Desta forma, os objetivos desse projeto
foram caracterizacéo das folhas da taboa, Typha angustifolia L. in natura, e aplicacdo desse
biossorvente para remocao do antibidtico cloranfenicol em amostras aquosas. O material foi
caracterizado por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR), Ponto de Carga Zero
(PZC), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios X (EDX), andlise elementar de nitrogénio e
enxofre, além da medida de area superficial (Brunauer, Emmett, Teller - BET). Foram
realizados experimentos em batelada em funcédo do pH, tempo de contato e concentracao
do analito, cuja solucdo sobrenadante foi quantificada por Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC). Resultados referentes ao espectro de FTIR, bem como as
analises de RMN, corroboraram ao identificar grupos quimicos funcionais que promovem
interagdo entre o biossorvente e analito. O pHpzc, calculado em torno de 5,75, foi
considerado para escolher pH ideal do meio que favorega a adsorgéo. Por imagens de MEV,
0 material caracterizou-se por placas paralelas com grande quantidade de canais (superficie
heterogénea). A isoterma do tipo Il foi obtida a partir do método BET, apresentando baixa
area superficial, ndo porosa ou macroporosa, adsor¢cdo mono e multicamadas. Pseudo-
segunda ordem foi 0 modelo que mais se ajustou a cinética de adsor¢do, enquanto que,
para determinacdo da capacidade maxima, o modelo de Freundlich apresentou maior

concordancia.

Palavras-chaves: adsorcao de antibiéticos; taboa; biorremediacao; biotecnologia ambiental.



CHAPTER 1: USE OF Typha angustifolia L. AS BIOSORBENT TO REMOVE

CHLORAMPHENICOL IN AQUEOUS SAMPLES

ABSTRACT

The identification and quantification of different contaminants in natural waters have been
widely disseminated in scientific journals. In the last two decades, removal from aqueous
samples of drugs and their metabolites, also called emerging contaminants, have been
highlighted. The problem of their existence in the environment, besides its persistence, is
related to the occurrence of more resistant bacteria, being a serious risk to health. Thus, the
objectives of this project were characterization of cattail leaves, Typha angustifolia L. in
natura, and its application for the removal of the antibiotic chloramphenicol in agueous
samples. The material was characterized by Fourier Transform in the Infrared Region (FTIR),
Point of Zero Charge (PZC), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX), elemental analysis of
nitrogen and sulfur, as well as surface area measurements (Brunauer, Emmett, Teller-BET).
Batch experiments were performed considering the influence of pH, contact time and analyte
concentration, whose supernatant solution was quantified by Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC). Both results, regarding FTIR spectrum and NMR analysis,
corroborated by identifying functional chemical groups that promote interaction between
biosorbent and analyte. The pHpzc, estimated around 5.75, was considered to choose the
ideal pH of the medium that favors adsorption. By means of SEM images, the material was
characterized by parallel plates with large number of channels (heterogeneous surface).
Type Il isotherm was obtained from BET method, with low surface area, nonporous or
macroporous, mono and multilayer adsorption. Pseudo-second order was the model that
best fit the adsorption kinetics, while for determining the maximum capacity, the Freundlich

model showed the highest agreement.

Keywords: antibiotic adsorption; taboa; bioremediation; environmental biotechnology.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1: UTILIZACAO DE Typha angustifolia L. COMO BIOSSORVENTE

PARA REMOCAO DE CLORANFENICOL EM AMOSTRAS AQUOSAS

Figura 1 — Rotas de exposi¢cdo ambiental de farmacos residuais. Fonte: Adaptado de Hirsch

oL | O L L PRSPPI 30
Figura 2 — Formula estrutural do farmaco analisado (TIAN & BAYEN, 2018).........c..ccccveenne 35
Figura 3 — Processos de adsorgdo (NASCIMENTO et al., 2014)........cvveeiiiiiiiiiieeneeeeniiins 39

Figura 4 — Imagem da Typha angustifolia L. evidenciando suas folhas e inflorescéncia......42

Figura 5 — Local aproximado da coleta da taboa, destacado em vermelho na imagem de

K72 1= 11 OO UPP PRSP 44
Figura 6 — Fluxograma de preparagao e obtencdo do biossorvente............ccccvvvvveeeeeninnnnee. 45
Figura 7 — Curva de calibracdo para cloranfenicCol..............cccccviiiiiiiiiiieie e 49

Figura 8 — Diferentes partes da planta T. angustifolia L. verificadas em espectro na regiao
O INFrAVEIMEINO. ... 58
Figura 9 — Espectro de RMN de polarizagéo cruzada {*H}-'*C (traco inferior) e polarizagéo
direta (traco superior) da folha de taboa............cceveiiiiiiiiiiii e 60
Figura 10 — Imagens obtidas pelo MEV do p6 da folha de taboa in natura. A micrografia A
possui magnificacdo de 100 vezes, B de 500 vezes, C de 1000 vezes, D de 2000 vezes, E

de 5000 VEZES € F A€ 10000 VEZES....c.uieueieeeeeee e et e e e et e ee st e e st e e e e e eeernernaeens 61

Figura 11 — Ponto de Carga Zero (pHpzc) da folha da taboa............cccccoovviiiiiiiiciiniiieen 64
Figura 12 — Isoterma de adsorcdo/dessorcao de nitrogénio e distribuicdo do tamanho de
poro para o biossorvente constituido de folhas de taboa..............ccoovviiviiiieiiicii e, 65
Figura 13 — Classificacdo das isotermas de acordo com a IUPAC. A esquerda, isotermas de
fissorcao e, a direita, 0 tipo de NISErESIS.......ccuuviiiiieie e e 66

Figura 14 — Carvao ativado produzido apés queima em mufla do biossorvente (taboa)....... 67



Figura 15 — Espectro na regido do infravermelho proveniente do carvao ativado do
DIOSSOIVENLE (TAD0A).. ... —— 68
Figura 16 — Ponto de Carga Zero (pHpzc) do carvéo ativado produzido a partir do p6 das
FOINAS A€ TAD0A. .....eeeee e 69
Figura 17 — Estudo cinético da remocéo de cloranfenicol pela taboa em meio aquoso........ 72
Figura 18 — Linearizacdo do grafico da cinética de adsorcado, aplicando ao modelo de
PSEUdO-PIIMEIra OFAEM......ciiiiiiieeeeeeee e, 73
Figura 19 — Linearizacdo do grafico da cinética de adsor¢do, aplicando ao modelo de
[SRT=T0lo [o R {=To (U] gTo = o] (o =] 1 o OO PP PP P PP TOTPPPP 73
Figura 20 — Estudo da capacidade maxima de adsor¢cdo de cloranfenicol pela taboa em
AT 0 J= To |8 [0 1] o PP PP PP PP PRI 75
Figura 21 - Linearizacdo do grafico da capacidade maxima de adsorcdo, aplicando ao
MOAEIO AE LANGIMUIN......eeiiiiieiee e ettt e e e et e e e e e s st e e e e e e e e s s annbbe e e e e e e e e ennnees 75
Figura 22 — Linearizacdo do grafico da capacidade maxima de adsorgdo, aplicando ao

(g[eTe (= (o Mo [N = =TU 1o | [Ted o VU 76

CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DA CARAPACA DE BRACHYURA E SUA
UTILIZACAO NA ADSORCAO DE CADMIO E COBRE EM AMOSTRAS

AQUOSAS

Figura 1 — Estrutura priméria de quitina com ligagdo covalente (-(1,4) entre dois
mondmeros, em que n é o grau de polimerizagéo. Fonte: FCiéncias, 2014..............cccvveee.. 99
Figura 2 — Caranguejos e siris utilizados no preparo do biossorvente para ensaios de
roTo Yo ot To I ol o] o1 (S U | (o] = PP OPT S POPPPPPRPPPRN 103
Figura 3 — Curvas de calibrac6es para os metais cobre (a) e cadmio (b).............ccceeunneee. 106
Figura 4 — Diferentes espécies de caranguejos e siri verificadas em espectro na regido do

infravermelho. Fonte: https://www.ct-botanical-society.org/Plants/view/647....................... 109



Figura 5 — Espectro de RMN de polarizacéo cruzada {*H}-'*C (traco inferior) e polarizacéo
direta (traco superior) da carapaca de Brachyura................cccccceii 110
Figura 6 — Imagens obtidas pelo MEV da carapaca macerada e triturada, sendo que a
micrografia a) possui magnificagdo de 100 vezes, b) de 500 vezes e c¢) de 4000 vezes.....111
Figura 7 — Ponto de Carga Zero (pHpzc) da CArapaga........cccuveeuveerieeseeeieesieenieessaeeseeenenens 114
Figura 8 — Isoterma de adsorcao/dessorcao de nitrogénio e distribuicdo do tamanho de poro
para o biossorvente constituido de carapaca de Brachyura............cocccvvvvieiieeeiiiiiiinieneeeennns 115
Figura 9 — Classificacdo das isotermas de acordo com a IUPAC. A esquerda, isotermas de
fissorcéo e, a direita, 0 tipo de NISLEreSIS........cuvuiii i 116
Figura 10 — Influéncia do pH na adsorcdo das espécies metalicas, Cd (ll) e Cu (Il), pela
CarapaAGA €M MEIO AGUOSO. ....eeeeeeiiuetrtreeteeeeaaatateneeeeeeesaaanbsseeaaeeasaasnsbbrreeteeees s nsnnnreeeeesaaanns 117
Figura 11 — Estudo cinético da adsorcdo das espécies metdlicas, Cu (Il) e Cd (Il), pela
CarapaAGA €M MEIO AGUOSO. ....eeeeetiiurertrreteeeesaaseteneeeeeeesaaanbssreaeeessaasnbereeeeeasasesaaasnrbnreeeeesaaanns 118
Figura 12 — Linearizacdo do grafico da cinética de adsorgdo, aplicando ao modelo de
[O1Y=T0 o [oREY=To [T o F= o] {0 [=T o o FON RPNt 119
Figura 13 — Estudo da capacidade méaxima de adsorgcdo das espécies metdlicas, Cu (Il) e
Cd (1), pela carapaca €m MEI0 AQUOSO. .......ceeeereiiiiurreieeeeeeaaintereeeeeeesssnsrereneereeeeaaaansnneeeeees 120
Figura 14 - Linearizacdo do grafico da capacidade maxima de adsor¢do, aplicando ao

MOAEIO AE LANGIMUIT......eiiieieiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s na b e e e e e eeeaaaan 122



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1: UTILIZACAO DE Typha angustifolia L. COMO BIOSSORVENTE

PARA REMOCAO DE CLORANFENICOL EM AMOSTRAS AQUOSAS

Tabela 1 — Concentragdes médias de farmacos encontrados em matrizes aquosas............ 36
Tabela 2 - Diferentes métodos e materiais utilizados para adsorver cloranfenicol e seus
rESPECHIVOS rESUIAUOS. ... ..o 37
Tabela 3 — Constituicdo elementar da folha de taboa em relacdo a porcentagem em massa
dos elementos predominantes em espectro de 20kV e magnificacdo de 500X...................... 62
Tabela 4 — Andlise elementar de nitrogénio e enxofre da taboa.........................c.col 63
Tabela 5 — Resultados preliminares da adsorcdo de cloranfenicol pelo biossorvente T.
=T To [0S 101 = N IS RSP UUPRRPUSP P 71
Tabela 6 — Parametros obtidos dos modelos cinéticos de pseudo-primeira e segunda ordem
para o farmaco CloranfeniCol.............oooiii i 74
Tabela 7 — Parametros obtidos através das equagfes de Langmuir e Freundlich para o
ANANItO ClOFANTENICOL.......ci et e et e e e e e e s snnae e eeeaeeeas 76
Tabela 8 — Porcentagem de remocao e . (ug g™) de cloranfenicol por meio do biossorvente

taboa com tratamMENTOS AEINATIVOS. ......eeeeee ettt et e e e e e e e e eanaennas 78

CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DA CARAPACA DE BRACHYURA E SUA
UTILIZACAO NA ADSORCAO DE CADMIO E COBRE EM AMOSTRAS

AQUOSAS

Tabela 1 — Constituicdo elementar da carapaca dos siris e caranguejos em relacdo a
porcentagem em massa dos elementos predominantes...........cccce e 112

Tabela 2 — Andlise elementar de nitrogénio e enxofre da carapaga............cccvvvvvvvvevvrvrnnnnns 113



Tabela 3 — Parametros obtidos dos modelos cinéticos de pseudo-primeira e segunda ordem
para 0s metais analiSados...........ccoovvriiiiiii i, 119
Tabela 4 — Comparacdo da capacidade maxima de adsor¢cdo da carapaca de Brachyura
com diversos biossorventes e carvao ativado comercial............ccccvveeeieieii 122
Tabela 5 — Parametros obtidos através das equacdes de Langmuir e Freundlich para os

L1 e TSR b= oY= U [0 1T 123



LISTA DE QUADROS

CAPITULO 1: UTILIZACAO DE Typha angustifolia L. COMO BIOSSORVENTE

PARA REMOCAO DE CLORANFENICOL EM AMOSTRAS AQUOSAS

Quadro 1 — Métodos convencionais de tratamento de AgUa...........ccceeeevveeeeveeeeveeeeveeeennes. 32
Quadro 2 — Reagentes utilizados N0S EXPENMENTOS...........ccueeeeueeiiieeeirieeereeeeeeeeeeeeeeveens 44
Quadro 3 — CondicGes previamente estabelecidas dos testes envolvendo taboa e

cloranfenicol para posterior diagnéstico dos resultados no sistema UPLC.................ccccuueee 51

CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DA CARAPACA DE BRACHYURA E SUA
UTILIZACAO NA ADSORCAO DE CADMIO E COBRE EM AMOSTRAS

AQUOSAS

Quadro 1 — Reagentes e solucdes utilizados NOS experimentos...........ccceeeeeeeeeeeiiiiiiieeennn. 102
Quadro 2 — Condigbes operacionais utilizadas na determinacdo de Cu (ll) e Cd (Il) por

FAAS €M SOIUGOES QQUOSES. ....ceeiiiiiititieieeeees ettt et e e e e e et e e e e e e et e e e ae e e e s et bnneeeeeneanas 108



LISTA DE ABREVIACOES

Agéncia Nacional das Aguas

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
Anatomical Therapeutical Chemical

Brunauer, Emmett, Teller

Coeficiente de Variacdo de Injecdes

Coeficiente de Variacdo entre Analises

Conselho Nacional do Meio Ambiente

Desvio Padréo Relativo

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Energia Dispersiva de raios X

Espectrometria de Absor¢édo Atémica em Chama
Estagdes de Tratamento de Esgoto

Fauna acompanhante

Fluoreto de polivinilideno

Fourier-Transform Infrared

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
Gas Chromatography

High Performance Liquid Chromatography
Instituto de Fisica de S&o Carlos-Universidade de S&o Paulo
International Union of Pure and Applied Chemistry
Limite de Deteccéo

Limite de Quantificacao

Liquid Chromatography

ANA
ANVISA
ATC

BET

CVi

CVA
CONAMA
D.P.R.
EMBRAPA
EDX
FAAS
ETEs
by-catch
PVDF
FTIR
FAPESP
GC

HPLC
IFSC-USP
IUPAC
LD

LQ

LC



Magic Angle Spinning

Mass Spectrometry

Microscopia Eletrénica de Varredura

Para Analise

Polarizacédo Cruzada

Poli(alcool vinilico)

Ponto de Carga Zero

Potencial hidrogenidnico

Potencial hidrogenidénico no Ponto de Carga Zero
Processos Oxidativos Avancados

Produtos Farmacéuticos e de Higiene Pessoal
Ressonancia Magnética Nuclear
Tetrametilsilano

Ultra Performance Liquid Chromatography
Ultra Violeta Visivel

Universidade Estadual Paulista

World Water Assessment Programme

MAS
MS
MEV
P.A
CP
PVA
PzC
pH
PHpzc
POA
PPCPs
RMN
TMS
UPLC
UV-Vis
UNESP

WWAP



LISTA DE SIMBOLOS

Acido nitrico

Acido perclérico

Angstrém

Cadmio

Célcio

Capacidade maxima de adsorcéo

Carbonato de calcio

Carbono

Centimetro elevado a -1

Cloreto de bério

Cloro

Cobre

Coeficiente de correlagcao

Concentracao inicial

Concentracao no equilibrio

Constantes da taxa de adsor¢éo de pseudo-primeira ordem
Constantes da taxa de adsor¢éo de pseudo-segunda ordem
Constante de acidez

Constante de capacidade de adsorcao de Freundlich
Constante de interacdo adsorvato/adsorvente
Constante relacionada a heterogeneidade da superficie
Enxofre

Fosforo

HNO3

HCIO,4

Cd
Ca

Omax

CaCOs;

cm’
BaC|2
Cl

Cu

Co
Ce
K1
K2
pKa
Kr
KL

1/n



Grama por quilograma
Graus Celsius
Hidroxido de sodio
Hora

Infinito

lodo

Is6topo de carbono com massa atomica 13
Is6topo de hidrogénio com massa atébmica 1
Magneésio

Manganés

Metro quadrado por grama

Micrograma

Micrograma por litro

Microlitro

Miligrama

Miligrama por litro

Mililitro

Mililitro por minuto

Milimetro

Minuto

Nanograma por litro

Nandémetro

Nitrogénio

Oxigénio

Partes por milhao

-1

g kg
oC

NaOH

13C
H
Mg

Mn

Mg
ug L™
ML

mg

mg L*
mL

mL min™
mm

min

ng L™

nm

ppm



Porcentagem

Potéassio

Quantidade de analito adsorvido por grama de biossorvente
Quantidade de metal adsorvido por grama de biossorvente
Quilo elétrons-volt

Quilo Hertz

Resistividade em megaohms centimetros

Sodio

Sulfato de bario

Tempo

%

N

keV
kHz
MQ.cm
Na

BaSO,



SUMARIO

APRESENTACAO E JUSTIFICATIVA .. coeveeeeeeeeeeeeeeeevesres e eveseeseeeseeseeseeseeseseees 25
CAPITULO 1: UTILIZACAO DE Typha angustifolia L. COMO BIOSSORVENTE

PARA REMOCAO DE CLORANFENICOL EM AMOSTRAS

A QU O S A S e e e e e e reen e 29
1. INTRODUGAO. ..ottt ettt ettt s et e ettt e et e et estesee e saaesae e e 29
1.1. Contaminacado dos recursos hidricos e impactos ambientais.................ccc........ 29
1.2, FAIMACOS. ... eeeeeeeei ettt ekt e e e ettt e e e e e sk e e e e e e e e e e e e e e e b rrree e e e e 33
1.3. Métodos utilizados na determinacdo de fArmacos............cccccevvvvvvveveiiiiiiicceennn. 37
3 I Ao (Y] o= o PP 38
1.4. Adsorventes com potencial para remocao de farmacos............ccceeeeeeevveeieeieinnnn, 40
1.4. 0. BIOSSOIVEINIES. ... .utiiiiieeiiitee e e e e ettt e ettt e e e e ettt e e e e s b e et e e e e e bb e e e e e e e e ann eanns 41
2. OBUIETIVOS. .. ettt e ettt e e e ettt e e e e e at e e e e e s 43
2.1, ODJEUVOS QEIAIS. .. eeeeeeeeeeiiiieie e ettt et e e e e e e e e e e e e bbb r e e e e e aaaeeeeees 43
2.2. ObJetiVO €SPECITICO. .....iieeieieiee et 43
3. MATERIAL E METODOS........oiiiie ettt sttt ete e e eneesnae e 44
3.1 REAGENIES. ...ttt 44
3.2. Coleta e preparo do MAtErIAl...........cuiiiieiieiiiii e 44
3.3. CaracterizaGao dO adSOIVENTE. .........uuuiiiiiiiiiiiieee e e 46
3.3.1. CaracterizaGao POr FTIR......cooiiiiiiitiiie ettt e e e 46
3.3.2. Caracterizagao POr RMN........ouiiiiiiiiiie ittt 46
3.3.3. Caracterizagao por MEV € EDX......coooiiiiiiiiiiiiiiiiieie et 47
3.3.4. Caracterizacao por analise elementar............cccccoevivvvieieeiiiiiiee e e e e e a7

KRR OF: 17 Toi (1 414 ox= To I o[ gl o] 1=3 TSR 48



3.3.6. Caracterizacao Por BET .......cooo oo 48

3.4. Preparo das SOIUGDES. .......ccccuiiiiieieeeeei e et e e e e e e e e e e e e e eeennne 49
3.5. Ensaios em batelada para remocao/adsorcao do antimicrobiano....................... 50
3.5.1. TeSteS PrelimMiNaresS......ccooie i i e e e e e e e e eees 51
BT 111 [0 T=] g o3 = o (o N o] o S 52
3.5.3. CINEtiCa de AdSOICAD..........ceiieieeeeeiiitiit e eie e e e e e e e e e e e e e et e e e e s e e aaaeeeeannes 52
3.5.3.1. MOAEIOS CINELICOS. ...ceieeiiiiiieie ettt e e e e e e 52
3.5.4. Capacidade maxima de adSOIrCaAO.............ceeeeeerrruriiiiiieie e e eeeee e e e e e e e e s 54
3.5.4.1. Modelos de capacidade MAXIMA..............ccoerrrriiiiiiiiiieiie e eee e e 54
3.6. Preparo do carvao ativado de T. angustifolia L...........cccuvuviiiiiiiiiiiiiiiee 55
3.7. ANAIISE €M UPLC ...ttt 56
4, RESULTADOS E DISCUSSAO........coiiteiteieteeeeteeeeeee et ee e esse e sae e aeens 58
4.1. Caracterizacdo do biossorvente T. angustifolia L............ccccoooviiiiiiiiiiiiiiieiennee, 58
4.1.1. CaracterizaGao POr FTIR ... 58
4.1.2. CaracterizaGao POr RMN .. ... ...t 59
4.1.3. Caracterizagao por MEV € EDX.....uuiiiiiiiiiiiiiiie e 60
4.1.4. Caracterizag8o por analise elementar............cccoooiiiiiei e 63
4.1.5. CaracterizaGao POI PHPZC .. eteeueererutiiaiiaee e e e e eee et e eeeeeeeeeieennnaa s e e e e e e aeaeaaeeenenns 63
4.1.6. CaracterizaGao POr BET ........cooi it 65
4.2. Caracterizagao do carvao ativado do biossorvente T. angustifolia L.................. 67
4.2.1. CaracterizaGao POr FTIR ... e 67
4.2.2. CaracterizaGao POr PHPZC .. veeeeeerrriiiiiiiieiee e e e e e e e e e ee e e et ieee e s ss e e e e e e e eeaeaeeereeeenes 69
4.3. Estudos de adsorcao do analito cloranfenicol...........cccccoeeeveiiiiiiceee, 70
4.3.1. INFIUBNCIA O PH...oeiiiiiieiee e 70

4.3.2. TESIES PreliMINAIES. ....ccccieeeeeeeeeee e e e e e e e e et e ettt s e e e e e e eeaeeeeeeennnes 71



4.3.3. CINEtICA A€ AUSOICAOD. ........cieieeeeiririiiiiiies s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeare e e e aaaeaeesnne 72

4.3.4. Capacidade maxima de adSOrGAO0. ...........ceevvurrruuuiiiiiiiseieeeeeeeeeeeeeeereeer s 74
4.3.5. TESIES AIEINALIVOS. ....eiieiiiiiiiiee et e e 77
0. PERSPECTIV AS . et e 79
6. REFERENCIAS ... ..o, 80

CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DA CARAPACA DE BRACHYURA E SUA

UTILIZACAO NA ADSORCAO DE CADMIO E COBRE EM AMOSTRAS

A QU O S A S et a e e e e e e an e 93
RESUMO . ..ot e e e et e e e e e e e n e e e e e e r e e e eee aaeas 93
AB A ST RA T .ottt et et e e et e a e e e e e e e e anne 95
1. INTRODUGAO. ..ottt ettt ettt ettt et e st et s e esseestesreenen e 97
2. OBUIETIVOS. ..ottt e e e e et e e et e e r e e e e enrn e aeenaa 101
N B O o= 1)V o FS 30 1T = 1 TP 101
2.2. ObJetiVo €SPECITICO. .....i it 101
3. MATERIAL E METODOS.........o ittt eeeeeeeee ettt ate e eneeane e 102
3.1. REAgENteS € SOIUGDES. .......uuuiiiiiiiiiiiieiee et s 102
3.2. Coleta e preparo do MALEIIAL..........euiiiiiiiiieeiee e 102
3.3. CaracterizaGao dO adSOIVENTE. .......uuuuiiiiiiiiieeeee e e 104
3.3.1. CaracterizaGao POr FTIR......oooiiiiiiiiiet ettt 104
3.3.2. CaracterizagGao POr RMN.......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiicii ettt 104
3.3.3. Caracterizagao por MEV € EDX......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieetee e 104
3.3.4. Caracterizacao por analise elementar........cccccceeeeeeeeeiiieeeeieeee e 105
RGN OF: 1Yol (=] 414 Tox= To I o [0 gl o] = 123 T 105
3.3.6. CaracterizaGao Por BET ........cooiiiiiiieeeeers e 105

3.4. Preparo das SOIUGDES. .......ccceeieeieiieieeeeeeee e s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e 105



3.5. Ensaios em batelada para avaliacdo da capacidade de adsorcao................... 106

G W0t I 111 [0 T=T g o3 = o (o I o o SR 107
3.5.2. Influéncia do tempo de CONtALO.........iiiiiieeieeeeee e e e e e eeaeeeees 107
3.5.3. Capacidade maxima de adSOIrCaO...........ccceevviieieriiiiiiiieess e e e e e e e e e e e eeaeeeeeeans 107
3.6. ANALISE POI FAAS . ... ———————— 108
4, RESULTADOS E DISCUSSAO........coieieeeieeeeteeeieee et e eee e e 109
4.1. Caracterizacao do DIOSSOIVENLE..........ccovviiiiiiecccc e 109
4.1.1. CaracterizaGao Por FTIR......oooiiiicece e 109
4.1.2. CaracterizaGao Por RMN.......ccoiiiiiiiie s e e 110
4.1.3. Caracterizac@o por MEV € EDX......ccooiviiiiiiecccsie e 111
4.1.4. Caracterizacao por analise elementar...............cooovvvvviiiiiiiiiiiiiie e 113
4.1.5. CaracterizaGao POF PHPZ .. uvveererriiriiiiiie et e e e e et aaaaaaaeans 113
4.1.6. CaracterizaGao Por BET .......c.oooiiiiiieee e 114
4.2. Ensaios de adsorcao de Cu (1) € Cd (I1).eeeeeeeeeeeeiiiiiiieeeeeeee e 116
4.2.1. INFIUBNCIA O PH...oeiiiiiiieeeee e 116
4.2.2. Influéncia do tempo de CONTALO. ......uviiiiiiiiieiie e 117
4.2.3. Capacidade maxima de adSOrGa0...........uuereeriiiiiiiiieeeeeiiiieiee e e ee e 120
5. PERSPECTIVAS. et e et e e e e e ta e e e e e eeee s 124
6. REFERENCIAS. ..ottt ettt s st esess e e s s e 125
CONSIDERAGOES FINAIS...ceuuiittiiietiieeraeeessnssessssersssersnsssnssssnssessnens 131

REFERENCIAS . ... e ettt 132



25

APRESENTACAO E JUSTIFICATIVA

A qualidade da agua representa um relevante topico da quimica analitica
ambiental. Sua caracterizacdo consiste na afericdo de parametros fisico-quimicos,
além de identificacdo e quantificacdo de diferentes espécies (organicas e
inorganicas) nela presentes, dentre as quais, a classe dos farmacos € de especial
interesse. Estudos feitos em varios paises ja constataram a presenca destas
substancias e seus metabdlitos em aguas superficiais, subterraneas e de
abastecimento, além de seus efeitos no ambiente. Sua ocorréncia também esta
relacionada com o surgimento de bactérias resistentes a certos antibiéticos
(superbactérias) (HIRSCH et al., 1998; MIRANDA & ZEMELMAN, 2002). Além de
tais organismos, genes de resisténcia a antibidticos podem ser liberados e
capturados por outros seres vivos, sendo também considerados poluentes
ambientais emergentes (PRUDEN et al., 2006; TRIPATHI & TRIPATHI, 2017; ZHAO
et al.,, 2017; HE et al., 2018). Atualmente, tais genes sao difundidos em areas
urbanas por meio de sistemas de agua, que consistem no sistema de abastecimento
de &gua (WANG et al., 2016), sistema de drenagem (COUTUET al., 2013) e corpo
d'agua receptor (JIANG et al.,, 2011). Além disso, a presenca de antibioticos
residuais, genes de resisténcia a antibidticos e elementos génicos modveis pode
aumentar a proliferacdo e a disseminagcéo por meio da transferéncia horizontal no
sistema de agua urbano (RAMSDEN et al., 2010; GILLINGS & STOKES, 2012). As
Estac6es de Tratamento de Aguas Residuais, contendo frequentemente vestigios de
antibioticos e bactérias patogénicas, sdo importantes reservatorios para a introducao

de tais genes na agua de superficie (AMOS et al., 2014; XU et al., 2015).

Nas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES), o tratamento depende das

caracteristicas do esgoto; com isso, substancias como farmacos e seus metabolitos
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apresentam baixa biodegradabilidade e efeitos toxicos (KUMMERER, 2009;
REGITANO & LEAL, 2010). Sendo assim, tais propriedades podem explicar sua
ocorréncia em aguas superficiais. Isso também ¢€ influenciada pela limitacdo das
estacdes de tratamento de esgoto, as quais lancam seus efluentes em um corpo
receptor, que também pode ser utilizado para captacdo de agua e representar um
risco para a populacéo (BOYD et al., 2003; TERNES et al., 2002). Assim, o ciclo de
contaminagdo continua a se propagar, visto que o microbioma humano possui
muitos genes de resisténcia a antibidticos e qualquer perturbacdo na composicéo do
microbioma pode aumentar as chances de transferéncia génica horizontal desses

genes (SOMMER et al., 2010).

Desta forma, devido a remocéo limitada dos antimicrobianos pelas estacbes
de tratamento de agua por meio dos processos tradicionais de coagulacdo e
sedimentacao, diversos métodos fisicos ou quimicos, a saber, processos de
desinfeccdo como ozonizacdo, cloracdo, filtracdo através de membranas ou
processos oxidativos avancados (POA) (TERNES et al., 2002; ADAMS et al., 2002;
TROVO et al., 2013), vém sendo desenvolvidos com o objetivo de retirar tais
substancias. Além dos métodos citados anteriormente, a adsor¢cado destaca-se por
ser uma técnica bastante eficiente na remocao desses contaminantes (MOREIRA et
al., 2009). Um biossorvente pode ser utilizado como adsorvente alternativo, e pode
apresentar consideravel capacidade de adsor¢do a um custo mais acessivel, por se
tratar de um material biodegradavel, proveniente de recursos renovaveis. Além das
propriedades mencionadas anteriormente, também é de facil manuseio, preparo e
obtencdo da biomassa a partir de qualquer matéria organica de origem animal,

vegetal ou microbiana (ZULUAGA et al., 2019; BENGUELLA & BENAISSA, 2002;



27

AHSAN et al., 2018; YALCINKAYA et al., 2002; DING, et al., 2019), bem como a
vantagem de ndo gerar residuos.

Quanto a contaminacdo dos recursos hidricos por metais toxicos e
potencialmente toxicos, tais elementos podem estar dispostos nas formas sollveis,
adsorvidos em sedimentos em suspensdo, complexados e/ou precipitados nos
sedimentos (ELDER, 1988). Segundo as Nacdes Unidas, por meio do programa
relacionado a recursos hidricos, World Water Assessment Programme (WWAP,
2003), cerca de 300 a 400 milhdes de toneladas de efluentes, oriundos das
atividades industriais, sdo descartados sem nenhum tratamento nos corpos d'agua
ao redor do mundo por ano. Dentre os contaminantes presentes nos efluentes,
destacam-se algumas espécies metdalicas, como por exemplo, cadmio, chumbo,
cobre e niquel, consideradas toxicas para humanos, fauna e flora (BRASIL, 2013).
Quando a presenca natural destes metais nos meios aquaticos se da a niveis de
tragos, estes sdo denominados de metais ou elementos tragco (MENESES, 2008).
Para algumas espécies aquaticas, em que os metais ndo agridem de imediato a
qualidade de vida desses organismos, estes atuam como bioacumuladores de
metais, fazendo com que a concentracdo dos metais aumente em cada nivel tréfico
da cadeia alimentar (BUENO et al., 2008).

Destaca-se, com isso, que o presente estudo estd em concordancia com
cinco dos dezessete objetivos sobre desenvolvimento sustentavel da Agenda 2030
(COLGLAZIER, 2015), a saber, 3 — Salude e Bem Estar, 6 — Agua potavel e
Saneamento, 12 — Consumo e Producéo Sustentaveis, 14 — Vida na Agua e 15 —
Vida Terrestre. Delineadas tais problematicas, a presente dissertacdo de mestrado
almejou fundamentar os conhecimentos atuais a cerca das propriedades fisico-

quimicas dos biossorventes para promover a adsor¢cdo tanto de contaminantes
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organico quanto inorganicos. Além disso, por meio de um estudo tedrico e pratico, 0s
biossorventes foram caracterizados quanto suas respectivas eficiéncias na remocao
de antibidtico, e ions metalicos toxicos e potencialmente téxicos, de solucdes
aguosas. A fim de tornar mais pratica e fluente a leitura desse estudo, a dissertacéo

foi estruturada no formato de capitulos, sendo eles:

Capitulo 1: Utilizacdo de Typha angustifolia L. como biossorvente para
remocdo de cloranfenicol em amostras aquosas: Este capitulo compila
conhecimentos cientificos a respeito das propriedades fisico-quimicas do
biossorvente lignoceluldsico, e do seu uso na area ambiental para remocao de
contaminante organico de amostras aquosas, além de testes alternativos com
diferentes tratamentos do biomaterial para aumentar sua eficiéncia de remocéo. O
capitulo 1 € encerrado por uma breve conclusdo sobre a importancia do

biossorvente em promover a melhoria da qualidade dos recursos hidricos sem

utilizar reagentes custosos e poluentes.

Capitulo 2: Caracterizagcdo da carapaca de Brachyura e sua utilizacdo na
adsorcado de cadmio e cobre em amostras aquosas: Este capitulo trata sobre um
estudo experimental que discute o reaproveitamento do material da fauna
acompanhante da industria pesqueira destinada a camardes, bem como a eficiéncia
desse biossorvente, com abundante quantidade do polimero de quitina, para a
remocao de diferentes ions metalicos, Cu (llI) e Cd (ll), de meio aquoso. Os ensaios
de adsorcdo em batelada foram realizados para investigar o pH ideal, determinar o
tempo de equilibrio dindmico, além de investigar a isoterma e o modelo teorico de

adsorcdo mais adequados.
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CAPITULO 1: UTILIZACAO DE Typha angustifolia L. COMO BIOSSORVENTE

PARA REMOCAO DE CLORANFENICOL EM AMOSTRAS AQUOSAS

1. INTRODUCAO

1.1. Contaminacédo dos recursos hidricos e impactos ambientais

Os recursos hidricos naturais, nos ultimos anos, vém sendo depositarios de
uma variedade de subprodutos, provenientes de atividades antrépicas (ROCHA &
HIRCHE, 1994; ZUCCARI, 1991). Dentre esses subprodutos (metais, residuos
organicos, entre outros), os farmacos representam uma preocupacao recente, pois
afetam a qualidade dos recursos hidricos, e a eficacia do tratamento de agua para
remové-los do meio aquoso.

Percebendo a alta quantidade e variedade de substancias utilizadas pelo
homem, criou-se uma classe denominada de contaminantes emergentes. Segundo
Rodriguez-Mozaz et al. (2004), tais contaminantes podem ser classificados de
acordo com sua classe quimica, tipo de uso (industrial ou doméstico), efeito, fonte e
exposicdo. Sendo assim, inUmeras substancias enquadram-se na classe dos
contaminantes emergentes, tais como: produtos farmacéuticos e de higiene pessoal
(PPCPs), repelentes, produtos de origem veterinaria, disruptores enddcrinos, drogas,
surfactantes, produtos para desinfeccdo de agua, aditivos, antibiéticos, pesticidas,
cafeina, produtos industriais, produtos de beleza e limpeza, horménios e esteroides
etc. (REIS FILHO et al., 2007; DA SILVA & COLLINS, 2011).

Segundo estimativa da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(2005), no Brasil, 20% de toda a producao farmacéutica acaba descartada no lixo

comum. O indice é formado basicamente pelo descarte inapropriado de sobras de
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medicamentos vencidos nas residéncias. Todavia, além do descarte indevido, os
esgotos urbanos também sdo compostos de farmacos residuais eliminados durante
a excrecao, e que acabam contaminando o ambiente (CAVALCANTI et al., 2015).
Atualmente, tanto na legislacdo brasileira quanto na internacional, ndo existe
regulamentacdo para o controle de residuos de farmacos em agua para consumo
humano. Isto acontece porque a concentracdo de farmacos encontrada na agua
potavel é geralmente baixa, da ordem de pg L™ a ng L™, e também porque ha falta
de conhecimento sobre o grau de toxicidade aguda e principalmente crénica desses
compostos a saude humana (OLLER et al.,, 2010). Na Figura 1, os possiveis

caminhos em que ocorre o descarte dos mesmos no meio ambiente estdo descritos.

Figura 1 — Rotas de exposi¢cdo ambiental de farmacos residuais.

FARMACOS

MEI:'.II:I:'I? Medicina -I.nd-n m
veterinaria humana digerido

Industriais
=
=2

Aguas superficiais
EstagBes de Tratamento de Aguas (ETAs)

Fonte: Adaptado de Hirsch et al., 1998.

Oceanos

Agua
potavel
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A partir da Figura 1, nota-se que o uso do lodo digerido na agricultura,
proveniente das ETEs (BILA & DEZOTTI, 2003), configura outra fonte de
contaminacdo por farmacos residuais. Assim como medicamentos utilizados na
medicina humana irdo atingir as redes de esgotos, por meio de efluentes
domiciliares e hospitalares, chegando a contaminar as aguas de subsolo e aguas
superficiais. A presenca destes compostos nas aguas subterraneas pode ser devido
a varias fontes, tais como lixiviacdes de aterros sanitarios, residuos das industrias
farmacéuticas, ou lodo proveniente da atividade agricola (HEBERER, 2002).

A Figura 1 também evidencia as rotas oriundas pelas industrias farmacéuticas
com a disposicdo em aterros sanitarios, contaminando as aguas de subsolo nas
adjacéncias do aterro (BILA & DEZOTTI, 2003). No entanto, estes residuos sdo
sujeitos a maior fiscalizacdo, e usualmente devem ser tratados de forma diferenciada
em estacdes de efluentes conforme a legislacdo vigente (GIL & MATHIAS, 2005).
Sendo assim, os principais sitios de ocorréncia ambiental de farmacos residuais
podem ser divididos em cinco grupos fundamentais: (1) Lencois freaticos: por
infiltracdo de linhas de esgoto ou efluentes; (2) Aguas superficiais: por despejo de
esgotos doméstico, hospitalar, industrial ou rural quando transportadas do solo com
o auxilio das chuvas; (3) Oceanos: por despejo de esgotos ou dos rios
contaminados; (4) Sedimentos: pela deposicdo de espécies ativas insoluveis; (5)
Solo: pelo despejo urbano inadequado ou do uso rural (HALLING-S@RENSEN et al.,
1998 apud GIL & MATHIAS, 2005).

Tratando-se especificamente sobre Estacbes de Tratamento de Esgoto
(ETESs), estas tém por principal finalidade eliminar a matéria organica presente nos
recursos hidricos, utilizando sistemas aerdbicos e anaerobicos, para atender as

legislacbes especificas de cada pais, em relacdo ao seu descarte ou reuso. No
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Brasil, o tratamento de efluente deve seguir a Resolucéo do Conselho Nacional do

Meio Ambiente (CONAMA) N° 430 (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2011).

Existe uma variedade de métodos e processos para o tratamento de contaminantes

em agua, que podem ser classificados em trés principais grupos (Quadro 1).

Quadro 1 — Métodos convencionais de tratamento de agua.

Tratamentos fisicos
Arraste com ar

Adsorgao por carvao ativado
Centrifugacao

Destilacéo

Eletrodialise

Filtracao

Floculacdo

Cristalizacdo por congelamento
Troca idnica

Destilacdo por vapor
Adsorcéo em resina
Osmose reversa
Sedimentagéo

Extracdo liquido-liquido
Arraste com vapor
Ultrafiltracao

Microondas

Tratamentos quimicos
Estabilizacdo quimica
Catalise

Clorolise

Eletrélise

Hidrdlise
Neutralizacéo
Oxidacéao

Ozondlise

Fotolise

Precipitacédo

Reducéo

Tratamentos biolégicos
Lodos ativados

Lagoas aeradas
Digestéo anaerobica
Tratamento enziméatico
Filtros de percolagao

Lagoas de estabilizagéo

Fonte: GALVEZ, 2001.
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O interesse que a comunidade cientifica tem demonstrado a respeito dos
farmacos se deve a suas possiveis interagcdes com o0s sistemas biolégicos, e a
ocorréncia dos mesmos em diferentes compartimentos ambientais. Sendo assim,
torna-se relevante aprofundar o tema, ndo apenas conceitualmente, mas também
especificando seu papel no ecossistema, implicacdes do seu uso demasiado na

sociedade e regulamentacdes ja existentes.

1.2. Farmacos

Os farmacos sdo substancias quimicas com estruturas definidas e que
apresentam propriedades farmacolégicas, ou seja, sao drogas utilizadas com fim
medicinal. Sua categoria de compostos pode ser designada como micropoluentes,
pois, apresentam-se no meio aquatico em concentracbes bastante variaveis,
compreendidas entre ng L & pug L (SCHRIKS et al., 2010). Os antibiéticos
destacam-se pela importancia, pois sao substancias que interagem com
microrganismos causadores de infec¢cdes no organismo; além de manter as doencas
sob controle, ou como ainda, preveni-las (BARREIRO, 2001). Atualmente, os
antibiéticos sdo obtidos por sintese quimica ou por modificagdo quimica de
compostos de origem natural. O termo antibiético pode ser definido como composto
produzido por um microrganismo que inibe o crescimento de outro microrganismo
(KUMMERER, 2009). No organismo humano, processos de distribuicdo e eliminagao
resultam na remocao das substancias no sangue, compreendendo as etapas do
metabolismo e excregéo das drogas em sua forma ativa por meio da urina (SMITH,
2006). Conforme constatado nos estudos de Kummerer (2001), no caso da medicina
humana, os antibidticos usados entram no ambiente, através de efluentes

hospitalares e aguas residuais municipais.
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Anfenicois compdem uma classe de antibioticos bacteriostaticos que inibem a
sintese dos polipeptideos bacterianos. Pertencem a este grupo o cloranfenicol, o
tianfenicol e o florfenicol. O cloranfenicol foi isolado originalmente em Streptomyces
venezuelae no ano de 1948, porém também pode ser obtido por sintese laboratorial
(SPINOSA et al., 2006). O composto cloranfenicol, D-(-)-treo-2,2-dicloro-N-[3-hidroxi-
a-(hidroximetil)-p-nitrofenil], de massa molar 323,1325 g mol™, férmula molecular
C11H12C2N2Os e pka 5,5 (MARTINDALE, 1989), € um antimicrobiano que atua como
um agente de amplo espectro contra diversos tipos de organismos gram-positivos e
gram-negativos.

Desde os anos 50, o cloranfenicol foi utlizado consideravelmente no
tratamento de animais domeésticos e na medicina humana, devido ao seu baixo
custo, alta eficiéncia e facil disponibilidade (AJIT et al., 2006; REZENDE et al.,
2010). Diversos estudos revelam que este antibiotico tem sido encontrado nas aguas
e efluentes de diferentes paises do mundo (ZEEGERS et al., 1997; PENG et al.,
2006; CHOI et al., 2008; PENG et al., 2008; LIU et al., 2009; XU et al., 2011).
Concentracdes médias do farmaco na ordem de 2,08 e 26,6 pg L* foram
encontradas em efluentes de ETEs na China (PENG et al., 2006; LIU et al., 2009).
Possiveis efeitos toxicos desencadeados pela sua presenca em ambientes
aquaticos tém sido avaliados em humanos, como a reticulocitopenia (podendo
evoluir para anemia), a granulocitopenia, a trombocitopenia, a depressdo da medula
O0ssea (caso mais sério, anemia aplastica fatal) e a sindrome do bebé cinzento
(WOODWARD, 2004; ANVISA, 2012). Devido a isso, o uso de tal farmaco em
animais produtores de alimentos tem sido banido em muitos paises, incluindo a
Unido Européia (EEC, 1990). Atualmente € usado quase que exclusivamente como

medicamento oftadlmico (REBSTOCK et al., 1949; SIGMA, 2018). A Figura 2
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representa a estrutura do antibidtico cloranfenicol, cédigo Anatomical Therapeutic

Chemistry (ATC) JO1BAO1.

Figura 2 — Formula estrutural do farmaco analisado.
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Chloramphenicol

Fonte: TIAN & BAYEN, 2018.

De acordo com sua estrutura, este composto possui comportamento fisico-
guimico semelhante a alguns tipos de pesticidas, por ser lipofilico, sendo capaz de
atravessar membranas, e por ser de dificil degradacéo. Tal composto possui como
destino final os compartimentos solo e/ou 4gua, sendo muitas vezes encontrado sem
nenhuma mudangca em sua estrutura ou acompanhado de seus produtos de
degradacédo (HALLING-S@RENSEN et al., 1998).

A resolucédo n° 306/04 da ANVISA regula o gerenciamento dos residuos do
servico de saude, sendo classificados em cinco grupos: grupo A (potencialmente
infectantes), grupo B (quimicos), grupo C (rejeitos radioativos), grupo D (residuos
comuns), grupo E (perfurocortantes) (BRASIL, 2004). Enquadram-se no grupo B
(residuos quimicos): (B1) - Os residuos dos medicamentos ou dos insumos
farmacéuticos quando vencidos, contaminados, apreendidos para descarte,
parcialmente utilizados e demais medicamentos improprios para consumo, que

oferecem risco. Incluem-se neste grupo (BRASIL, 2003):
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e Produtos hormonais de uso sistémico;

e Produtos hormonais de uso topico, quando descartados por servigos de
saude, farmacias, drogarias e distribuidores de medicamentos;

e Produtos antibacterianos de uso sistémico;

e Produtos antibacterianos de uso tépico, quando descartados por servi¢cos de
saude, farmécias, drogarias e distribuidores de medicamentos;

¢ Medicamentos citostaticos;

¢ Medicamentos antineoplasicos;

e Medicamentos digitalicos;

¢ Medicamentos imunossupressores;

¢ Medicamentos imunomoduladores;

e Medicamentos antirretrovirais.

Fornecendo maiores informacdes numéricas, a Tabela 1 resume algumas das

principais classes de substancias encontradas em meios aquosos.

Tabela 1 — Concentragbes médias de fdrmacos encontrados em matrizes aquosas.
Classe das Concentracbes

Substancias substancias  médias (ug L) Matrizes Referéncia
Ciprofloxacina Antibidtico 0,02 Agua natural/EUA 1
. W 0,1123 Agua natural/China 2
Cloranfenicol Antibiotico 1,73-2,43 Esgoto doméstico/China 3
Tetraciclina Antibiético 12a4.2 Agua superficial/Alemanha 4
Estrona Hormanio 0,02 a 0,05 Agua superficial/Brasil 5
0,04 Esgoto doméstico/Brasil 5
Testosterona Hormonio 0,116 Agua natural/EUA 1
0,11 Agua natural/EUA 1
- . Metabdlito de 0,02 a 0,03 Agua superficial/Brasil 6
Acido Clofibrico antilipémicos 1,0 Esgoto doméstico/Brasil 6

! Kolpin et al., 2002;  Sun et al., 2017; ° Peng et al., 2006; * Mulroy, 2001; ° Ternes et al., 1999; °
Stumpf et al., 1999.
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Tais substancias, assim como suas concentracées (ug L) representam
assunto relevante quanto a contaminacdo dos recursos hidricos ndo apenas

nacionalmente, mas também mundialmente.

1.3. Métodos utilizados na determinacao de farmacos

Atualmente ndo existe ainda um método aceito mundialmente para a
determinacdo de farmacos e seus metabdlitos em ambientes aquaticos (Tabela 2).
Muitas dessas substancias possuem grupos funcionais polares e/ou séo
termicamente labeis. Sendo assim, para sua determinacdo, sdo utilizadas técnicas
como cromatografia liqguida e gasosa acoplada a espectrometro de massas (LC/MS,
GC/MS), espectrdmetro com detector seletivo de massa em tandem (LC/MS/MS,
GC/MS/MS) e detector espectrofotométrico (LC/UV-Vis) (MARTINES-CARBALHO et
al., 2007; HIRSCH et al., 1998; BOYD et al., 2003; HIRSCH et al., 1999; KAALE et
al., 2008). A escolha da técnica é baseada nas caracteristicas fisico-quimicas do
analito (WANG et al., 2004; BOYD et al., 2003; TERNES et al., 2002; ADAMS et al.,

2002; HIRSCH et al., 1998).

Tabela 2 - Diferentes métodos e materiais utilizados para adsorver cloranfenicol e seus

respectivos resultados.

- I Degradacéao Je Recuperacéao A
Materiais e técnicas . Referéncias
(%) (mg g™ (%)
Hidrogel de palha de
trigo com nanocomposito 90,59 - - DING et al., 2018
de cobre
Processo Foto-Fenton 88 - - RICARDO et al., 2018
Carvao ativado ; 9,81 - AHMED et al., 2017

(biomassa de eucalipto)

Liquido organico, ibnico

o - - 94,6-99,72 YAO & YAO, 2017
€ magnetico
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Outro fator importante na determinacdo dessas substancias em baixas
concentracfes € o preparo da amostra. Com isso, em muitos casos, uma etapa de
pré-concentracdo que antecede a determinacdo se faz necesséaria para atingir o
limite de quantificacdo do método. Sendo assim, para este projeto, o sistema Ultra
Performance Liquid Chromatography (UPLC) foi escolhido devido ao know-how ja
estabelecido pelo grupo e colaboradores do Departamento de Quimica e
Bioquimica, assim como menor custo quando comparado aos sistemas acoplados,

além de apresentar alta resolucéo dos resultados gerados nos cromatogramas.

1.3.1. Adsorcéo

A adsorcdo consiste em um processo de transferéncia de massa, analisando
a habilidade de certos sélidos em concentrar na sua superficie determinadas
substancias existentes em fluidos liquidos ou gasosos, possibilitando, assim a
separacdo de outros componentes desses fluidos (NASCIMENTO et al., 2014).
Quanto maior for a superficie externa por unidade de massa sélida, tanto mais
favoravel ser4 a adsor¢ao, uma vez que 0s componentes adsorvidos, concentram-se
sobre a superficie externa. Devido a isso, geralmente utilizam-se adsorventes
sélidos que consistem de particulas porosas (RUTHVEN, 1984).

Adsorvato ou adsorbato normalmente € a denominacdo dada a espécie que
se acumula na interface do material, enquanto que a superfice sélida na qual o
adsorvato se acumula, classifica-se como adsorvente ou adsorbente (RUTHVEN,
1984). Os processos de separacdo por adsorcdo estdo baseados em trés
mecanismos distintos: quanto ao mecanismo estérico, os poros do material
adsorvente possuem dimensdes caracteristicas, as quais permitem que

determinadas moléculas possam entrar, excluindo as demais; para 0s mecanismos
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de equilibrio, ttm-se as habilidades dos diferentes solidos para acomodar diferentes
espécies de adsorvatos, que sdo adsorvidos, preferencialmente, a outros
compostos; ja 0 mecanismo cinético baseia-se nas diferentes difusividades das
diversas espécies nos poros adsorventes (DO, 1998).

A cinética de adsorcdo pode ser conduzida por diferentes processos,
conforme exemplificado na Figura 3 (NASCIMENTO et al., 2014; DABROWSKI,
2001):

A. Transferéncia de massa externa: transferéncia de moléculas da fase
fluida para superficie da particula adsorvente;

B. Difusdo no poro: difusdo de moléculas para o interior dos poros;

C. Difusdo na superficie: difusdo das moléculas totalmente adsorvidas ao

longo da superficie do poro.

Figura 3 — Processos de adsorgéo.

A: Difusdo através do filme Liquido

g ———
% . B: Difusao intra-poro
C s

C: Adsorc¢ao dentro do pore

Fonte: NASCIMENTO et al., 2014.

Da mesma forma, € importante considerar os processos de fisissor¢do e
quimissorcédo, dependendo da natureza das forgas envolvidas. No caso de adsorgéo

fisica, a ligacdo do adsorvato a superficie do adsorvente envolve uma interagdo

relativamente fraca que pode ser atribuida as forcas de Van der Waalls, sendo que a



40

energia liberada pelo sistema € pequena, tal qual a ordem de grandeza de uma
condensacao. Diferentemente, a quimissorcdo envolve a troca ou partilha de
elétrons entre as moléculas do adsorvato e a superficie do adsorvente, resultando
em uma reacdo quimica. Na pratica, este critério ndo é absoluto, embora seja valida
a tendéncia de quanto maior energia liberada, maior propenséo para formacéao de
ligacbes quimicas entre adsorvente — adsorvato. Isso resulta essencialmente numa
nova ligacdo quimica e, portanto, bem mais forte que no caso da fisissorcéao
(NASCIMENTO et al., 2014).

Os conceitos de quimissorcéo e fisissorcdo sao distintos, entretanto os dois
mecanismos de adsorcdo ndo sdo completamente independentes. A distincdo
guanto a espécie ser fisica ou quimicamente adsorvida ndo é muito clara
(ADAMSON & GAST, 1997), pois ambos os processos podem ser frequentemente
descritos em termos dos principios da adsor¢éo fisica. De uma maneira geral, as
diferencas entre adsorcéo fisica e adsor¢cdo quimica podem ser sumarizadas como:
a adsorcao fisica é inespecifica, enquanto que a adsor¢cdo quimica é altamente
especifica e nem todas as superficies solidas possuem sitios ativos capazes de
adsorver quimicamente o adsorvato. Deve-se ressaltar que nem todas as moléculas
presentes no fluido podem ser adsorvidas quimicamente, somente aquelas capazes

de se ligar ao sitio ativo (NASCIMENTO et al., 2014).

1.4. Adsorventes com potencial pararemocéo de farmacos

Os adsorventes devem ter caracteristicas adequadas, tais como uma elevada
seletividade, area de superficie elevada, a capacidade de adsorcédo elevada, boa
capacidade de regeneracédo, tempo de vida elevado e de baixo custo (SOTELO,

2012).



41

Além do carvao ativado, que € o adsorvente usualmente utilizado no
tratamento de aguas residuais e de abastecimento publico, outros adsorventes
apresentam potencial aplicacdo na remocdo dos compostos farmacologicos, tais
como, argilas, silicas gel organomodificadas (EVANGELISTA et al., 2007), polimeros
como poli(tereftalato de etileno) e residuos de producdo agroindustrial, como por

exemplo o bagaco da cana-de-acucar (MESTRE et al., 2009).

1.4.1. Biossorventes

Os biossorventes caracterizam-se pela alta capacidade de remocao de
contaminantes em efluentes e alta disponibilidade a um custo relativamente baixo
(disponiveis na natureza, ou sao subprodutos de atividades agricolas e industriais)
e, dependendo do volume produzido, representam um problema ambiental, como é
0 caso da casca de arroz e de coco (IMMICH, 2006). Bagaco de caju (BRITO et al.,
2009), derivados da madeira ou da celulose (casca de semente, de arvore,
serragem) (ROYER, 2009; GONG et al., 2005), quitosana (ALBERTINI et al., 2009),
folhas de Neem (IMMICH, 2006), biomassa fangica (PRIGIONE et al., 2008) séo
alguns exemplos de biossorventes de baixo custo que tém sido investigados em
escala laboratorial para o tratamento de efluentes coloridos, apresentando diferentes
graus de eficiéncia.

Typha angustifolia L., € uma planta herbacea perene pertencente a familia
Typhaceae, sendo também conhecida popularmente como taboa no Brasil (Fig. 4).
As plantas desse género sdo comuns em todo o mundo, pois se desenvolvem em
ambiente de agua doce, e consequentemente, sdo encontradas em zonas umidas
como, por exemplo, nas margens de cérregos, rios e lagos (BONANNO & CIRELLI,

2017). As plantas, originarias da Ameérica do Sul, atualmente encontram-se
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disseminadas por todo o planeta, e suas folhas podem chegar a mais de 3 metros de

altura (OLIVEIRA & PETACCI, 2009).

Figura 4 — Imagem da Typha angustifolia L. evidenciando suas folhas e inflorescéncia.

Fonte: https://www.ct-botanical-society.org/Plants/view/647.

Uma das caracteristicas da T. angustifolia € sua estrutura interna, que além
de espessa, apresenta um formato similar a uma esponja, devido a presenca de
canais de ar (DEMIREZEN & AKSOQOY, 2004).

Segundo Almeida et al. (2007) a T. angustifolia apresenta bons resultados no
tratamento de esgoto devido a sua capacidade de absorcdo de nutrientes. Além
dessa aplicacdo, também foram constatados altos valores de adsorcdo de
contaminantes emergentes, utilizando o p6é gerado a partir das folhas de T.
angustifolia L., conforme estudo de Sousa (2015). Sendo assim, a disponibilidade de

obtencao e sua estrutura fazem da T. angustifolia um promissor biossorvente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos especificos

e Caracterizar o material (taboa) a fim de identificar os grupos quimicos por
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), caracteristicas da particula
por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e medida de area superficial
por Brunauer, Emmett, Teller (BET), sendo fundamentais para o entendimento
do processo envolvido na adsor¢céo/remocao;

e Determinar o pH no qual a superficie do adsorvente possui cargas
equivalentes tanto positivas, quanto negativas, ao analisar o pHpzc;

e Caracterizar a composicéo quimica por espectroscopia de Energia Dispersiva
de raios X (EDX) e analise elementar;

e Elucidar a estrutura do material, utilizando Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de **C e {*H}-*3C com polarizacéo cruzada;

e I|dentificar o analito em amostras aquosas e realizar teste de remocao
utilizando o adsorvente produzido a partir de folhas da T. angustifolia in

natura.

2.2. Objetivo geral

O principal objetivo deste projeto foi caracterizar as folhas de T. angustifolia in
natura como potencial biossorvente para analisar a eficiéncia na remocao de
antimicrobianos de matrizes aquosas por meio de experimentos em batelada,
envolvendo estudo da influéncia do pH, cinética envolvida no processo de adsorcao,
determinacdo da capacidade maxima e aplicar modelos matematicos para

entendimento do mecanismo envolvido.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados neste estudo possuem grau analitico (P.A), conforme

apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 — Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Férmula molecular
Acido acético glacial CH;COOH
Acetonitrila grau HPLC=99,9% C,HsN
Brometo de potassio KBr
Cloranfenicol C11H12CIN2O5
Hidroxido de sodio P.A NaOH
Acido nitrico P.A HNO;

Procedéncia
Mallinckrodt
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Proton research
Impex

Impex

3.2. Coleta e preparo do material

As folhas da taboa foram coletadas em um acude situado na regido rural de

Ourinhos-SP com coordenadas aproximadas 23°02’48.9”S 49°53'12.6”W (Fig. 5).

Figura 5 — Local aproximado da coleta da taboa, destacado em vermelho na imagem

de satélite.

Fonte: Google Maps.
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A biomassa foi preparada a partir da lavagem das folhas da T. angustifolia L.
com agua destilada, para que fossem removidas possiveis impurezas advindas da
natureza. Em seguida, foi seca em estufa a 100°C por 24h para depois ser triturada
em moinho de facas. Com o objetivo de selecionar uma granulometria com area
superficial mais elevada, a biomassa fracionada em peneiras (63um a 106um) foi
selecionada para o estudo. Para que fossem removidas moléculas organicas
sollveis em agua que possam influenciar na adsorcéo dos antimicrobianos nos sitios
ativos da biomassa, o material foi lavado em sistema Sohxlet utilizando apenas agua
ultrapura (18,2 MQ.cm a 25°C). O material obtido, apds lavagem, foi seco em estufa

a 50°C e estocado em dessecador para uso posterior (Fig. 6).

Figura 6 — Fluxograma de preparacao e obtencdo do biossorvente.

COLETA das
folhas de

> G G2
v

< FRACIONAMENTO

SECAGEME LAVAGEM EM
ESTOCAGEM SOHXLET

Paula Chiachia asfa, 2017
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3.3. Caracterizacdo do adsorvente

As folhas de T. angustifolia L. in natura foram caracterizadas pela
Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia
Dispersiva de raios X (EDX), analise elementar dos elementos nitrogénio e enxofre,
determinacao do Ponto de Carga Zero, além do que a area de superficie especifica

sera determinada pelo método de BET (Brunauer, Emmett, Teller).

3.3.1. Caracterizacao por FTIR

Os grupos funcionais foram identificados utilizando o espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), marca Nicolet NEXUS 670, faixa
de espectro de 4000-400 cm™ com 200 varreduras e resolucdo de 4 cm™. O
equipamento utilizado para tal andlise se encontra no Departamento de Quimica e
Bioquimica do Instituto de Biociéncias de Botucatu da UNESP campus Botucatu. As
amostras foram preparadas sob a forma de pastilhas de KBr contendo 1% (m:m) do

material.

3.3.2. Caracterizagédo por RMN

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucao
em estado solido no espectrometro Agilent DD2 em um campo magnético de 5.9
Tesla. Os espectros de RMN da taboa foram obtidos a partir da amostra soélida,
sendo empacotada em rotores de zirconia de 4 mm de didmetro. Os experimentos
de '3C foram realizados na condicdo de rotacdo em angulo magico (MAS) com
freqiiéncia de 5 kHz, utilizando a técnica de polarizacdo cruzada (CP) *H>C. O

tempo de contato de Hartmann-Hahn foi 1 ms e o pulso 7/2 de *H teve duracdo de 6
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us. Durante a aquisicdo do sinal de *3C foi aplicado descoplamento heteronuclear de
'H com nutacdo de 100 kHz. Para cada espectro, foram coletados da ordem de
20000 sinais com tempo de espera de 5 s. O desvio quimico de **C foi referenciado
com relacdo ao tetrametilsilano (TMS), usando uma amostra solida de adamantano
como padréo secundario, cuja ressonancia de CH; é observada em 38.6 ppm/TMS.
Tais experimentos foram realizados no Laboratério de Ressonéancia Magnética
Nuclear do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de S&do Paulo (IFSC-

USP).

3.3.3. Caracterizag&o por MEV e EDX

A analise morfolégica do biossorvente foi determinada por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), marca FEI e modelo Quanta 200, no Centro de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP/ campus de
Botucatu. Para determinacdo dos elementos quimicos, foi utilizado o detector de
Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios X (EDX) acoplado ao MEV, marca

Oxford Instruments X-Max, modelo 51-XMX1119, do mesmo instituto.

3.3.4. Caracterizacao por analise elementar

A andlise elementar de nitrogénio total (N) foi realizada na Faculdade de
Ciéncias Agronémicas UNESP — campus de Botucatu, no Departamento de Solos e
Recursos ambientais. A determinacdo de N foi feita pelo método de Kjeldhal
(CARMO et al., 2000), que consiste em uma digestdo acida com acido sulfarico, em
presenca de sulfato de cobre, sendo o nitrogénio determinado por destilacdo por
arraste a vapor, seguido de titulagdo com hidréxido de sddio. A determinagdo de

enxofre, por sua vez, foi realizada de acordo com o procedimento proposto pela
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Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) pelo método de
turbidimetria (CARMO et al., 2000). Neste procedimento, apés digestdo da amostra
com acido nitrico (HNO3) e perclérico (HCIO,4), o enxofre foi precipitado na forma de
sulfato de bario (BaSO,), pela adicdo de cloreto de bario (BaCl,), sendo que o ion

sulfato foi quantificado por espectrémetro de UV-Vis (CARMO et al., 2000).

3.3.5. Caracterizacao por pHpzc

O pHpzc da T. angustifolia foi determinado através de um experimento em
batelada utilizando 25 mg de taboa, sendo transferida para tubo Falcon de 50 mL
contendo 25 mL de solucdo aquosa, cujos valores de pH estavam na faixa entre 2 a
12. O pH inicial foi ajustado usando solucdes aquosas diluidas de HNO3; e NaOH. Os
tubos foram submetidos a agitacao por 24 horas e o pH final foi determinado usando
o pHmetro digital de bancada modelo PHS-3B da marca Phtek. Tal experimento foi
realizado no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu da UNESP campus Botucatu.

3.3.6. Caracterizagéo por BET

A area superficial foi determinada pelo método BET, sendo que a distribuicdo
do volume de poros foi determinada a partir das isotermas de adsor¢céao e dessorcéo
de nitrogénio a 77 K, pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH), utilizando o
equipamento Micromeritics ASAP 2010. O equipamento utilizado para tal andlise se
encontra no Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias de

Botucatu da UNESP campus Botucatu.
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3.4. Preparo das solucdes
As solucdes utilizadas em todos os experimentos foram preparadas
com reagentes de grau analitico, grau HPLC e &agua ultrapura (sistema Milli-Q —
resistividade 18,2 MQ.cm a 25°C), sendo mantidas em recipientes protegidos da
incidéncia de luz e sob refrigeracdo. Para padronizacdo do método, solu¢cdes com o
farmaco, compreendendo a faixa entre 0,1 mg L™ e 10 mg L™ (APENDICES 1A, 1B,
1C e 1D), foram obtidas para a construcdo da curva de calibracdo analitica (Figura

7) em 278 nm no UPLC.

Figura 7 — Curva de calibracdo para cloranfenicol.
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As solucdes de trabalho utilizadas para otimizacdo do sistema foram
preparadas a partir de diluicdes da solucdo estoque de 100 mg L™ do antibiético
estudado, dissolvido em 2% de &cido acético glacial. As solugbes podem ser
armazenadas em um periodo de 6 meses a -18°C, enquanto que a estabilidade do

composto € reduzida a 3 meses a 4°C (PANG, 2018).
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3.5. Ensaios em batelada para remocao/adsorcéao do antimicrobiano

Os experimentos propostos foram realizados em batelada a partir da mistura
do volume (20 mL) de solucédo do antimicrobiano com 100 mg de biomassa de taboa
a temperatura proxima de 25° C. Apés a agitacdo e decantacdo das particulas, foi
realizada a filtracdo da mistura contida nos tubos com filtros de seringas de fluoreto
de polivinilideno (PVDF), medindo 17mm e 0,45um (porosidade), para
armazenamento do sobrenadante em vials com volume de 2 mL. Em seguida, o
sobrenadante foi quantificado por UPLC, sendo que o0s experimentos foram
analisados em triplicata.

A fim de se quantificar os resultados, os dados foram calculados e analisados
conforme as seguintes equacdes (1 e 2), considerando também seus respectivos
erros padrdes incluidos no grafico.

(CO_ Ce)
Remocgao = |— [ x 100 (1)
Co

Em que Co representa a concentracdo inicial (mg L") da amostra e C. a

concentracdo no equilibrio apés a adsorgéo (mg L™).

(Co— Ce) x V

Qe = (2
m

No qual ge consiste na quantidade do analito adsorvido por grama de
biossorvente (ug g™), apds conversdo de unidades; Co é a concentracao inicial (mg
L") da amostra e C. a concentracdo no equilibrio apés adsorcdo (mg L™Y); V é o

volume da solucéo de trabalho (L) e m é a massa do biossorvente utilizada (g).
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3.5.1. Testes preliminares

A fim de ajustar os parametros mais adequados para o método, os testes
preliminares contendo o grupo branco, controle e amostra foram realizados. O grupo
branco caracteriza-se como sendo o0 experimento composto por apenas agua
ultrapura e taboa; o grupo controle foi preparado com agua ultrapura e cloranfenicol
e, por fim, a amostra foi composta por agua ultrapura, cloranfenicol e taboa. Tais

grupos foram estabelecidos nas seguintes condi¢cdes conforme o Quadro 3.

Quadro 3 — Condi¢cdes previamente estabelecidas dos testes envolvendo taboa e

cloranfenicol para posterior diagnéstico dos resultados no sistema UPLC.

Massa do biossorvente Concentracao do
TESTES ) 1 PHinicial
(mg) analito (mg L™)
Branco 100,6 - 5,9
Controle - 1 59
Amostra 100,2 1 5,9

Os tubos Falcon de 50 mL do grupo branco possuiam apenas a biomassa
(100mg) em solucdo de 20 mL de agua ultrapura, enquanto que o grupo controle
continha solucdo de 20 mL do antimicrobiano (1 mg L™), e o grupo amostra 100 mg
de taboa em solucdo de 20 mL do antimicrobiano (1 mg L™). Todos os tubos foram
agitados por 24 horas, sendo que o pH da solucéo foi estabelecido anteriormente

préximo a 6,0.
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3.5.2. Influéncia do pH

No estudo da influéncia do pH no processo de adsor¢cdo, os tubos Falcon,
contendo a biomassa (100mg) e a solucdo de 20 mL do antimicrobiano (1 mg L™),
foram agitados por 24 horas, sendo que o pH da solucdo foi estabelecido
anteriormente proximo a 6,0. Tal valor de pH foi mantido em virtude dos valores de
pKa do analito, bem como o valor de pHpzc do biossorvente, sendo que o valor de
pH 6,0 representa a condicdo ideal para que ocorra a adsor¢cdo, 0 que sera mais

detalhadamente discutido na secéo 4.3.1. de Resultados e Discussao.

3.5.3. Cinética de adsorc¢éo

No estudo cinético, tubos Falcon, contendo a biomassa, foram agitados com a
solugéo do antimicrobiano a uma concentracéo fixa (1 mg L™) e pH ajustado para a
faixa ideal de acordo com os resultados obtidos no experimento anterior. Entdo, o
tempo de contato dinamico foi estudado em um intervalo de 1 hora a 48 horas. De
posse dos dados cinéticos, modelos mateméticos de pseudo-primeira
(LAGERGREN, 1898) e segunda ordem (HO & MCKAY, 1999) foram aplicados para

entendimento do mecanismo envolvido no processo de adsorcéo.

3.5.3.1. Modelos cinéticos

O estudo cinético demonstra a velocidade de remocédo dos materiais em
solucéo, sendo utilizados geralmente modelos cinéticos simples como equacdes de
primeira e segunda ordem para representar sistemas de adsorcdo (GONCALVES,
2015). Deste modo, foram utilizadas os modelos de pseudo-primeira (Equacéo 3) e
pseudo-segunda ordem (Equacéo 4), para que se verifigue a melhor correlacéo de

dados experimentais.
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Pseudo-primeira ordem:

Kyt

log(ge — gt) = log ge — 205 (LAGERGREN, 1898) 3)
Pseudo-segunda ordem:

t 1 t

— = + —  (HO & MCKAY, 1999) (4)

qt K;qe? Je

No qual ge e g; sdo as quantidades adsorvidas por grama de adsorvente no
equilibrio e no tempo t; K; e K, sdo as constantes da taxa de adsor¢cdo de pseudo-
primeira e segunda ordem.

A cinética de adsorcdo é de fundamental importancia para o projeto de
sistemas de tratamento de efluentes em batelada, pois é possivel determinar o
tempo de equilibrio e a velocidade em que ocorre a adsor¢cdo (SILVA, 2005). A
variacdo temporal da capacidade de adsorcao, isto €, 0 tempo necessario para que
se atinja o equilibrio, pode ser submetida a diferentes tratamentos matematicos, 0os
quais séo considerados modelos cinéticos de adsorcdo. O método usado para gerar
os dados experimentais € razoavelmente simples, devendo adicionar uma
guantidade conhecida de soluto a um sistema contendo uma quantidade conhecida
de adsorvente, sob agitacdo e temperatura constantes, variando somente o tempo.
A diferenca entre a quantidade adicionada e a remanescente na solucéo, da o valor
da quantidade adsorvida na superficie do adsorvente (TAMBOSI, 2008).

A adsorcdo nao envolve apenas um uUnico mecanismo. Esse processo
consiste em diversos mecanismos que diferem quantitativa e qualitativamente de
acordo com as espécies envolvidas. O mecanismo da adsor¢céao de antibidticos sobre

adsorventes porosos pode envolver as seguintes etapas:
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1. Difusdo das moléculas de antibioticos em solucéo para a superficie externa
do sélido (adsorvente);

2. Adsorcao nos sitios da superficie externa;

3. Difuséo interna do antibiético dentro da particula, seja por difusdo nos
poros, difusdo de superficie, ou ambos.

Assim, os modelos cinéticos de adsorcao podem ser divididos em dois tipos,
0s modelos baseados em modelos de difusdo e os baseados na reacdo. Modelos
de pseudo-primeira ordem e de pseudo-segunda ordem s&do os dois modelos
cinéticos baseados em reacdo mais comumente usados (PONNUSAMI et al., 2010).
A pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem sdo equacdes utilizadas quando

a adsorcao ocorre por quimissorcéao (HO & MCKAY, 1999).

3.5.4. Capacidade maxima de adsorcao

Ensaios com diversas concentracdes do analito (0,1 a 10 mg L™) foram
realizados, fixando o pH ideal assim como o tempo de contato determinado na sec¢ao
anterior. Os dados obtidos foram aplicados a alguns modelos matematicos, como
por exemplo, Langmuir e Freundlich, para determinacdo da capacidade maxima e
das constantes envolvidas no processo de adsorcdo. Os resultados foram

comparados com dados existentes na literatura para o analito estudado.

3.5.4.1. Modelos matematicos
O modelo de Langmuir descreve a adsorcdo em monocamada, a qual
considera-se que as moléculas adsorvidas ndo interagem entre si e os adsorvatos

adsorvem em sitios definidos. Para calcular a capacidade de adsor¢ao no equilibrio
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pelo modelo de Langmuir, utiliza-se a equacdo linearizada de Hannes-Woolf

(Equacéo 5).

o 1 Ce (BOLSTER & HORNBERGER, 2006) (5)

e AmaxKL Omax

Na qual ge € a quantidade do soluto adsorvido por grama de adsorvente no
equilibrio, gmax € a capacidade maxima de adsorcéo, K, € a constante de interacdo
adsorvato/adsorvente e C. € a concentracdo do adsorvato no equilibrio.

Outro modelo utilizado para descrever os dados experimentais € o modelo de
Freundlich, que descreve a adsorcdo em multicamadas considerando a superficie do
adsorvente heterogénea. O modelo de Freundlich é descrito pela equacéo

linearizada conforme Equacao 6.
1
logge =logKr + ;log Ce (FEBRIANTO, 2009) (6)

Em que g é a quantidade de soluto adsorvido, C. é a concentracdo de
equilibrio em solucéo, 1/n é a constante relacionada a heterogeneidade da superficie

e Kg é a constante de capacidade de adsor¢éo de Freundlich.

3.6. Preparo do carvéo ativado de T. angustifolia L.

A fim de se aumentar a remocao do antibiético do meio aquoso, produziu-se o
carvao ativado a partir do p6 preparado previamente das folhas de taboa. Desta
forma, o método adaptado de Qambrani (2017) serviu como modelo para se

obtivesse o carvao, sendo utilizado mufla INTI n°® TL- 1200/401/09 com controlador
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de fluxo de nitrogénio gasoso (MKS Instruments Type 247) na taxa de 80 mL min™,

conforme a rampa a segquir.

500°C / 45 min

10°C / min 30°C |
30°C

30°C / 60 min

3.7. Analise em UPLC

A guantificacdo do analito (cloranfenicol) foi feita na porcdo sobrenadante,
apos a filtracdo da mistura, proveniente dos experimentos em batelada utilizando
sistema de UPLC Thermo/ Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Alemanha).
Equipamento disponivel no Departamento oriundo de Projeto FAPESP (2011/16291-
9).

Conforme metodologia prévia do estudo de Vella et al. (2015), com separacao
cromatografica em fase reversa e coluna ACE® 5 C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
protegida por uma coluna ACE® 5 C18 (10 mm x 4,6 mm,5 um), foi estipulada, para
este projeto, uma separacao cromatogréafica em fase reversa com a coluna Luna 2.5
M C18 (2) — HST (50 mm x 2.00 mm, 2.5 um) protegida por uma coluna Phenomenex
Ultra Holder C18 (2.1 mm x 4,6 mm). As temperaturas da coluna e sua injecao foram
mantidas a 25 ° C. A amostra foi injetada através de um circuito de amostra fixo com
um volume de 20 pL. O detector UV foi utilizado, sendo que o melhor comprimento
de onda foi ajustado de acordo com os padrdes para o antibiético, sendo escolhidos
os comprimentos de onda 250, 270, 278 e 280 nm, com melhor resolugcdo em 278
nm. O sistema foi operado na forma de fluxo em gradiente a uma taxa de 0,4 mL

min™, utilizando como fase mével acetonitrila e agua ultrapura com 0,1% de &cido
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acético, sendo a proporcdo de 10:90 (v/v), respectivamente, até 1.4 minutos,
mudando para 23:77 (v/v) entre 1.4 e 4 minutos, retomando a 10:90 (v/v) apos 4.1
minutos até o fim da corrida. Além disso, o equipamento utilizado nas analises
apresenta um coeficiente de variagdo de injecdo (CVI) < 2,5% e coeficiente de
variacao entre analises (CVA) < 3,0%, limite de deteccéo (LD) estimado por método
visual préximo & 0,0532 mg L™, enquanto que limite de quantificacdo (LQ) em torno

de 0,0617 mg L™, por método baseado em parametros da curva analitica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao do biossorvente T. angustifolia L.

4.1.1. Caracterizacgao por FTIR

A escolha do material mais promissor para finalidade proposta foi feita
mediante uma triagem, a qual consistiu na anélise por FTIR de diferentes partes do
vegetal. Devido a grande similaridade dos espectros obtidos para as diferentes
partes investigadas (folhas, rizoma e raizes), optou-se por trabalhar com as folhas
em fungcdo do maior rendimento em relagdo a producédo de biomassa. A Figura 8

apresenta os espectros de FTIR para as diferentes partes da T. angustiflora.

Figura 8 — Diferentes partes da planta T. angustifolia L. verificadas em espectro na regiao

do infravermelho.
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Fonte: Autoria.

A partir dos espectros apresentados na Figura 8, € possivel identificar que o

material apresenta bandas principais caracteristicas de um polissacarideo.
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Resultado este ja esperado por se tratar de um material natural no qual seu principal
constituinte € a celulose (grupos glicosidicos). A intensa banda observada em 3385
cm™ é atribuida ao estiramento vibracional de grupos hidroxilas OH existentes em
cada unidade glicosidica do polimero de celulose (JORGETTO et al., 2015). Na
regido de 2921 e 2843 cm™ sdo observadas duas bandas que podem ser atribuidas
ao estiramento vibracional simétrico e assimétrico de CH,, respectivamente
(JORGETTO et al., 2015; ALl et al., 2015). A banda localizada na regido de 1730 é
atribuida as ligac6es C-H e o C-O do grupo acetil na hemicelulose, enquanto que a
banda de 1640 cm™ é atribuida ao estiramento C=0 presentes em amidas primarias.
Ja a banda de 1054 cm™ é atribuida ao estiramento C-O de &lcoois em celulose e
liginina e ao alongamento C-O-C em hemicelulose e celulose. Os sinais menos
intensos observados na regides de 1607, 1511, 1427, e 1323 cm™ estdo presentes
na lignina e sdo caracteristicos de vibracdes do anel aromatico (NASCIMENTO et
al., 2014). A presenca dos grupos citados anteriormente € fundamental no
direcionamento dos elétrons isolados para promover a adsor¢cdo dos analitos com o

biossorvente, sendo também dependente do pH do meio.

4.1.2. Caracterizagéo por RMN

Quanto ao espectro de RMN de polarizagdo cruzada, verifica-se o
acoplamento dipolar forte para os carbonos do tipo C-O e O-C-O, e moderado para

os demais grupos, conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9 — Espectro de RMN de polarizacéo cruzada {*H}-*3C (traco inferior) e polarizacdo
direta (traco superior) da folha de taboa.
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Na regido de 50-80 ppm, pode-se observar um pequeno pico consistente com
a ligacédo C-N (56 ppm) e outro bem resolvido em 73,2 ppm, associado a ligagdo C-O
(Fig. 9). Além dos outros picos identificados como: CH; (29 ppm), C-O (73-77 ppm),
0O-C-O (105 ppm), COOH (173 ppm) (BENDJELLOUL et al., 2017) com acoplamento
dipolar forte para os carbonos de tipo C-O e O-C-O, e moderado para N=C-S (153
ppm), N-C-NH, (168 ppm) e -C-N (56 ppm). A presenca dos picos com grupos

nitrogenados, embora moderada, também favorece a interagdo com o analito.

4.1.3. Caracterizagédo por MEV e EDX

Para avaliar a morfologia da T. angustifolia L., considerando estrutura das
particulas, textura e rugosidade do material, utilizou-se o MEV, e assim, foram

obtidas micrografias de diferentes magnifica¢des (Figura 10).
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Figura 10 — Imagens obtidas pelo MEV do pé da folha de taboa in natura. A micrografia A

possui magnificagcdo de 100 vezes, B de 500 vezes, C de 1000 vezes, D de 2000 vezes, E

de 5000 vezes e F de 10000 vezes.

Fonte: Autoria.
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As imagens das particulas (segmentos das folhas) indicam um material com
superficie heterogénea composta por placas paralelas onde se encontra distribuida
uma grande quantidade de canais, 0S quais sao caracteristicos de tais plantas
fibrosas (ANISUZZAMAN et al., 2014; GIBSON, 2012).

Os resultados em relacdo a determinacédo dos elementos quimicos presentes
nas folhas da taboa, usando o detector de EDX por contagem elementar semi-
guantitiva em funcdo da energia em keV, podem ser visualizados na Tabela 3.
Foram escolhidas 3 diferentes regibes da amostra para se realizar a média das
concentracfes de cada elemento, além de verificar a uniformidade da distruicdo dos

mesmaos.

Tabela 3 — Constituicdo elementar da folha de taboa em relacdo a porcentagem em massa

dos elementos predominantes em espectro de 20kV e magnificacdo de 500x.

Elementos Concentracdo em massa (%)
C 55,72
O 43,31
Ca 0,79
Mn 0,10
Mg 0,08

Com base nos resultados expostos na Tabela 3, € possivel verificar que a
concentracdo dos elementos oxigénio e carbono € bem superior em comparacao
com aquelas obtidas para os demais elementos. Tais resultados eram esperados
pois carbono e oxigénio sdo 0s principais elementos constituintes da lignina,

celulose e hemicelulose (RODRIGUES, 2014).
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4.1.4. Caracterizacdo por analise elementar

Para se efetuar a analise elementar de nitrogénio e enxofre, o nitrogénio foi
determinado pelo método de Kjeldahl, enquanto que, a determinacédo de enxofre na
amostra do biossorvente foi realizada por turbidimetria, ambos métodos descritos

anteriormente na secéo 3.3.4.

Tabela 4 — Andlise elementar de nitrogénio e enxofre da taboa.

N (g kg™) S (g kg™)
TABOA 13 0.8

Os valores indicam maior quantidade do elemento de nitrogénio na amostra
do que o enxofre (Tabela 4), o que corrobora com os dados do FTIR. E relevante
ressaltar que tais valores representam a quantidade total dos elementos presentes

na particula e ndo apenas os elementos que participam na adsorcéo.

4.1.5. Caracterizacéo por pHpzc

Destacando-se mais uma caracterizacdo determinante, pode-se verificar o
ponto de carga zero (pHpzc), responsavel por avaliar se a superficie do material esta
carregado positivamente ou negativamente em funcédo do pH do meio. O pHpzc
sinaliza o pH no qual a superficie do material se encontra com cargas equivalentes.
Abaixo do valor do pHpzc a superficie do material estd carregada positivamente,
favorecendo a adsorcdo do analito desprotonado. Acima do valor do pHpzc a
superficie do material possui carga negativa, sendo eficaz na adsor¢cao do analito

protonado.
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Figura 11 — Ponto de Carga Zero (pHpzc) da folha da taboa.
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Sendo assim, também é necessario considerar o valor de pKa do
cloranfenicol igual a 5,5 , pois € determinante em relacdo a forma ibnica em que a
substancia estara dependendo do pH do meio. Desta forma, pode-se ressaltar que
abaixo do valor de pHpzc = 5,75 (Fig. 11), a superficie da particula da taboa
apresenta cargas positivas, favorecendo a adsorcao das partes desprotonadas do
analito, ao passo que, ao redor do valor de pHpzc, ocorre maior interagao entre as
cargas tanto da particula (cargas equilibradas) quanto do analito que esta carregado
negativamente. Conclui-se que a faixa de pH ideal deve ser estabelecida entre 5,5 e

6,0 a fim de otimizar a quimissorgéao.
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4.1.6. Caracterizacédo por BET

Para quantificar o volume de poro e area superficial do biossorvente, utilizou-
se a isoterma de adsorcdo de nitrogénio a 77 K, a qual, para o referido material,

encontra-se apresentada na Figura 12.

Figura 12 — Isotermas de adsorcao/dessorcao de nitrogénio e distribuicdo do tamanho de

poro para o biossorvente constituido de folhas de taboa.
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Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a
isoterma de adsorcéo é classificada em seis diferentes tipos (Fig. 13 a esquerda).

e Tipo | = encontrada em soélidos microporosos, cujo poro esta no
intervalo de 0 a 2 nm (0 a 20 A) e a adsorcdo forma apenas
monocamada;

e Tipo Il > caracterizado por materiais solidos ndo porosos ou com

poros no intervalo de mesoporos ou macroporos, sendo que


https://iupac.org/
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mesoporos s&o poros no intervalo de 2 a 50 nm (20 a 500 A) e
macroporos no intervalo de 50 a 7500 nm (500 a 75000 A);

Tipos Il e V - relacionadas as interagfes muito fracas em materiais
contendo macro e mesoporos;

Tipo IV - caracteristico de material com mesoporos e estd associado
ao procedimento de condensacéo capilar (histerese) apresentada na
Figura 13 (a direita), que resulta no preenchimento completo dos
mesoporos em pressao relativa menor que 1.

Tipo VI - representada pela adsorcao gradual da multicamada e estéo
associadas a adsorcdo sobre superficie ndo porosas uniformes.
Variante do tipo Il. A altura do degrau representa a formacédo de uma
monocamada completa e, para casos mais simples, permanece

constante para duas ou trés camadas adsorvidas.

Figura 13 — Classificac&o das isotermas de acordo com a IUPAC. A esquerda, isotermas de
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Fonte: Adaptado de Schmal (2013).
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E possivel verificar que o perfil das isotermas obtidas para o adsorvente
preparado a partir de folhas da taboa (Fig. 12) assemelha-se a isoterma do tipo I, de
acordo com a classificacdo de isotermas de adsorcédo da IUPAC. Ainda de acordo
com a IUPAC, este tipo de isoterma comprova ser caracteristico de materiais de
baixa area superficial (menores que 1 m? g), ndo-porosos ou que apresentam
macroporosidade, além de adsorcdo de mono e multicamadas; o ponto B (Fig. 13 a
esquerda) representa o comeco da sec¢do meédia quase linear da isoterma, sendo
frequentemente usado para indicar 0 estagio em que a cobertura em monocamada é

completa e, em multicamadas, esta prestes a comecar (SING et al., 1985).

4.2. Caracterizacédo do carvao ativado do biossorvente T. angustifolia L.

4.2.1. Caracterizacéao por FTIR

O carvao ativado gerado apos pirdlise em mufla do p6é das folhas de T.
angustifolia L. (Figura 14) foi caracterizado por meio da analise da regido do
infravermelho, sendo possivel verificar bandas que se mantiveram em relacdo ao

biossorvente in natura e outras regides diferenciadas.

Figura 14 — Carvao ativado produzido apés queima em mufla do biossorvente (taboa).

Fonte: Autoria
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Figura 15 — Espectro na regido do infravermelho proveniente do carvao ativado do

biossorvente (taboa).
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Fonte: Autoria

Analisando o espectro de FTIR apresentado na Figura 15, é possivel
compara-lo com outros presentes na literatura que sdo similares entre si por se
tratarem de espectros referentes a carvao ativado das folhas de taboa in natura (SHI
et al., 2010; REN et al., 2011). A intensa banda observada em 1600 cm™ é
possivelmente atribuida ao estiramento de grupos C=0 existentes em carboxilas,
cetonas, aldeidos e lactonas (ANISUZZAMAN et al., 2015). Estiramentos
vibracionais de anel aromatico ou ligacdes do tipo C=C séo observados em torno de
1433 cm™, sendo que a presenca desses grupos funcionais indica a formacéo de
grupo que contém carbonila e aromatizacdo do precursor (GUO & ROCKSTRAW,
2006). Enquanto que a banda ao redor de 1314 cm™, é tipicamente representada

pelo grupo C-O (ANISUZZAMAN et al., 2015).
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4.2.2. Caracterizacéo por pHpzc
Foram realizados experimentos de pHpzc a fim de se caracterizar mais
detalhadamente o comportamento das cargas das particulas de carvdo ativado de
taboa em funcdo da mudanca de pH do meio. De acordo com estudos de Qambrani

et al. (2017), a vasta maioria das amostras de carvdes ativados apresentaram pH

alcalino (pH > 7,0).

Figura 16 — Ponto de Carga Zero (pHpzc) do carvao ativado produzido a partir do p6 das

folhas de taboa.
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Fonte: Autoria.

Obteve-se um valor de pHpzc proximo a 10,30 ao se aplicar a funcao

polinomial de quinto grau no software Origin.
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4.3. Estudos de adsorcao do analito cloranfenicol

4.3.1. Influéncia do pH

Conforme apresentado anteriormente na secdo 3.5.2 da secdo Material e
Métodos, todas as solucdes dos experimentos foram previamente ajustadas em
aproximadamente pH 6,0 devido aos valores de pKa e pHpzc, uma vez que, em tal
pH, a forma i6nica do analito apresenta carga negativa, enquanto que a superficie
da particula do biossorvente esta proxima ao equilibrio de cargas, condi¢cdes que
podem favorecer o estabelecimento de interacfes / ligacdes entre a superficie do
adsorvente e o adsorvato.

E possivel que as interacbes eletrostaticas entre cargas do adsorvente e
adsorvato tenham alterado a distribuicdo de carga no anel aroméatico pelos efeitos de
ressonancia dos substituintes, uma vez que grupo nitro (substituinte e tr-aceptor de
elétrons) no cloranfenicol e, as hidroxilas desprotonadas, possam ter interagido com
grupos protonados da particula do biossorvente (ZHAO et al., 2016).

Foram realizados testes com carvao ativado de taboa e variando o pH da
solucéo entre 4,0 e 8,0, os quais resultaram em valores de porcentagem de remocéao
com baixa variagdo entre eles com média de 55,37 + 1,99 % (D.P.R.), exceto em pH
proximo a 8,0, obtendo remoc¢édo em torno de 44,08 £ 1,05 % (D.P.R.), sendo mais
baixa comparada as outras. Tais resultados inferem que a influéncia do pH da
solucdo ndo é um fator determinante para que ocorra remoc¢ao do analito. Sendo
assim, o pH fixado em torno de 6,0 foi estabelecido para os testes seguintes, nao so
pela condicdo ideal de adsorcdo, mas também para simular condicdes mais
reprodutiveis em que tais aguas contaminadas podem se encontrar na natureza, nao

sendo necessario, desta forma, o ajuste do pH para valores extremos.
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4.3.2. Testes preliminares

Na etapa inicial dos experimentos envolvendo taboa e cloranfenicol, foram
preparados 0s seguintes grupos: branco, controle e amostra, sob as condi¢cbes
descritas na secdo 3.5.1. Foi possivel verificar que os picos no cromatograma do
grupo branco, contendo apenas taboa, ndo coincidiram com o pico do farmaco na
amostra (taboa com cloranfenicol), ou seja, o tempo de retencéo do cloranfenicol era
especifico e bem definido, ndo atrapalhando na integracdo da area do pico para
posterior célculo da concentracdo apds adsorcdo (APENDICES 2A, 2B, 2C e 2D).
Além disso, ndo houve variacdo significativa do valor do pH apos interacao,
indicando que a adsorcdo se manteve nas condi¢cdes previstas entre o pka do
farmaco e o pHpzc do biossorvente. Os resultados dos testes preliminares podem ser

observados na Tabela 5, sendo submetidos a 24 horas de agitacéo.

Tabela 5 — Resultados preliminares da adsorcdo de cloranfenicol pelo biossorvente T.

angustifolia L.

Taboa (mg) Remocao (%) de (Mg g™ D.P.R. (%)

100,2 5,6160 11,0331 0,4438

Outros estudos, envolvendo biossorcdo de cloranfenicol, apresentaram
porcentagens de remocao proximas ou acima de 80% (RICARDO et al., 2018; DING
et al., 2018; AHMED et al., 2017; YAO & YAO, 2017). Comparando tais dados com a
porcentagem de remocédo pelas folhas de taboa in natura, nota-se que as técnicas
aplicadas nos estudos citados anteriormente (processo de Foto-Fenton, compositos,
carvao ativado, magnetismo), conferem propriedades que favorecem a adsorcao de

analitos mais complexos (elevada massa molecular, pKa).
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4.3.3. Cinética de adsorcdao

Em relacdo ao tempo minimo de contato para que ocorra a interacao do

farmaco e a superficie do biossorvente, constatou-se que o estado de equilibrio

pode ser atingido a partir de 4 horas de agitacdo entre a solu¢cado contendo o analito

e o0 biossorvente (Fig. 17) e a maior remocéo em 24 horas.

Figura 17 — Estudo cinético da remoc&o de cloranfenicol pela taboa em meio aquoso.
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O modelo que melhor elucida a cinética de adsorcdo para o farmaco em

estudo é

o modelo de pseudo-segunda ordem (Fig. 19), com um coeficiente de

correlacéo igual a 1 (HO & MCKAY, 1999), em oposicéo ao grafico da Figura 18. O

modelo de pseudo-segunda ordem também foi constatado no estudo de Sun et al.

(2017) que utilizou argila e zeolitas modificadas por liquido iGnico para aumentar a

adsorcéo de cloranfenicol de meio aquoso.
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Figura 18 — Linearizacao do grafico da cinética de adsorcao, aplicando ao modelo de

pseudo-primeira ordem.
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Figura 19 — Linearizacao do gréfico da cinética de adsor¢ao, aplicando ao modelo de

pseudo-segunda ordem.
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As constantes de g e K, assim como os valores de correlacdo foram

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros obtidos dos modelos cinéticos de pseudo-primeira e segunda ordem

para o farmaco cloranfenicol.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem

Je (EXP)*  ge(cal)™ Ky R? Je (cal)* K R2
(mgg") (mgg") () (mgg?’) (gmg*h?)

0,0111 0,0041 -0,1142 0,8956 0,0111 -3,5964x10* 1

* experimental; ** calculado

Observando os valores dos parametros calculados, nota-se que tanto Kj
guanto K, apresentam valores negativos, indicando baixo crescimento da curva, nédo
sendo favoravel a uma cinética rapida. O valor obtido para ge calculado apresenta-
se coerente com o observado pela isoterma do modelo de pseudo-segunda ordem,
cujo valor de ge experimental € observado na isoterma. Além disso, esse modelo

evidencia uma adsorcdo em multicamadas, e superficie do adsorvente heterogénea.

4.3.4. Capacidade méaxima de adsorcao

Quanto a capacidade maxima de adsorcdo, obteve-se remocdo maxima
proximo & 5% a partir de 1 mg L™* do farmaco (APENDICE 3). Tal valor foi
investigado variando-se as concentracdes de cloranfenicol conforme a isoterma de

adsorcao da Figura 20.



75

Figura 20 — Estudo da capacidade maxima de adsor¢éo de cloranfenicol pela taboa em

meio aquoso.
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Os dados da isoterma foram aplicados aos modelos de Langmuir e Freundlich

atraves de linearizagéo (Figuras 21 e 22).

Figura 21 — Linearizacao do gréfico da capacidade maxima de adsorcao, aplicando ao

modelo de Langmuir.
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Figura 22 — Linearizacao do gréfico da capacidade maxima de adsorc¢éo, aplicando ao

modelo de Freundlich.
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A partir da isoterma de Langmuir, percebe-se que o modelo ndo € descrito
adequadamente, uma vez que o coeficiente de correlacdo (R?) é baixo (Tabela 6) e 0
valor do coeficiente angular é negativo. Tal parametro indica que, caso haja
heterogeneidade na superficie, tanto os poros do adsorvente quanto a superficie irdo
influenciar na adsorcéo (FUNGARO et al., 2009).

A constante de Freundlich e os valores de correlacdo também foram

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros obtidos através das equagBes de Langmuir e Freundlich para o

analito cloranfenicol.

Langmuir Freundlich
(e (exp)* R? Ke (cal)** n R?
(mg g™ (mg g™)
Cloranfenicol 0,0103 0,0663 0,0072 0,9044 0,9824

* experimental; ** calculado
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Ao se aplicar a linearizacdo do modelo de Freundlich (Fig. 22), observou-se
que o adsorvente, quando em contato com o composto em estudo, apresentou
concordancia com o coeficiente de correlacédo, indicando que os dados se ajustam
melhor a esse modelo.

Para o modelo de Freundlich, o valor de Kg relaciona-se a capacidade de
adsorcao enquanto que o valor de n indica a intensidade da adsorcéo, ou seja, se a
mesma € favoravel ou ndo, assim como indica a distribuicdo dos sitios de adsorcdo
quanto a sua energia. Como o valor de n é menor que 1, isso indica que os sitios
altamente energéticos ndo sdo ocupados por outros menos energéticos. Ao analisar
os dois fatores € possivel verificar que o processo de adsorcao ocorre em multiplas
camadas. Além disso, o valor de 1/n indica a heterogeneidade da superficie do
adsorvente, quanto mais proxima de zero, mais heterogénea sera a superficie. O
baixo valor de K; indica pequena adsorcdo do composto, assim como a boa
linearidade indica que a interacdo adsorvente-adsorvato pode ser de natureza fisica

(TAVARES et al., 2003).

4.3.5. Testes alternativos

A fim de abordar dados complementares ao projeto e tentar aumentar a
eficiéncia de remocéao das folhas da taboa, foram realizados experimentos com as
seguintes condi¢des em triplicata: taboa tratada quimicamente com NaOH 0,1 mol L
! sistema em fluxo continuo; além de carvdo ativado de taboa (Tabela 8). Foi
disponibilizado no APENDICE 4A, apenas o cromatograma referente ao grupo
controle do farmaco na concentracdo 1 mg L™ e pH préximo a 6,0, bem como a

comparacao com carvao ativado de taboa, apés adsorcéo, devido a seu maior valor

de porcentagem de remocéo (APENDICE 4B).
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Tabela 8 — Porcentagem de remocéo e g. (ug g™) de cloranfenicol por meio do biossorvente

taboa com tratamentos alternativos.

Material Massa (mg) Remocdo (%) d.(ugg"’) D.P.R. (%)
Taboa com NaOH 100,6 5,5143 10,9798 0,2288
Taboa em fluxo 10,8 8,2502 153,0190 0,4606
Carvao ativado de taboa 100 55,8384 125,8933 2,5712

A metodologia de Santos et al. (2012) foi aplicada para se fazer o tratamento
quimico com NaOH. Observa-se, na Tabela 8, que ndo houve diferenca significativa
entre a remocao por taboa in natura e taboa tratada com NaOH.

Enquanto que, para se realizar o experimento em fluxo continuo, o seguinte
procedimento foi feito: empacotamento da coluna em tubo Tygon, contendo 10 mg
do material; em seguida foram percolados 20 mL da solugcédo de cloranfenicol (1 mg
L"), a 2 mL min™, sendo analisadas amostras de 10, 30 e 60 minutos. Constatou-se
gue a remocao foi maior que da taboa em sistema de batelada, ao passo que 0 Qe
elevado reflete a baixa quantidade de material utilizada.

O carvao ativado de taboa foi utilizado por ser um material de facil obtencao e
processamento, ser constituido por grupos quimicos que favorecem a adsor¢cdo de
contaminantes, além de apresentar e elevada area superficial. Observando a Tabela
8, é evidente que o carvao ativado de taboa, seguindo as mesmas condi¢cdes dos
testes preliminares do biossorvente de taboa in natura, apresentou a porcentagem

de remogé&o mais significativa.
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5. PERSPECTIVAS

e Aplicar o biossorvente in natura e/ou seu carvao ativado, em tanques aerados
nas ETEs, sob condicbes controladas, para remover cloranfenicol em

amostras reais de efluentes para posterior quantificagado por UPLC.
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DA CARAPACA DE BRACHYURA E SUA
UTILIZACAO NA ADSORCAO DE CADMIO E COBRE EM AMOSTRAS

AQUOSAS

RESUMO

Diversos estudos indicam que determinadas concentracfes de cobre, Cu (ll), e
cadmio, Cd (Il), comumente descartadas por industrias de galvanoplastia,
mineragcdo, curtimento, radiador, fundicdo, ligas e armazenamento de baterias
podem ser prejudiciais ao figado, bréanquias, rins e intestinos de organismos
aguaticos e, portanto, devem ser removidas dos efluentes para proteger 0s recursos
hidricos. A técnica de adsor¢cdo tem se mostrado muito eficiente no tratamento
desses efluentes com metais. Além do carvao ativado, que é o adsorvente
normalmente utilizado no tratamento de efluentes, outros adsorventes tém potencial
aplicacdo na remocdo de metais, como o0s subprodutos de atividades agricolas,
industriais e pesqueiras. Esses materiais sdo chamados de biossorventes.
Brachyura sédo considerados fauna acompanhante da pesca de arrasto de camarao
e, portanto, 0 uso de suas carapacas pode diminuir o impacto ambiental de seu
descarte. Sua carapaca consiste de polimeros de quitina e quitosana e funciona
como um biossorvente. O objetivo deste estudo foi caracterizar o material derivado
da carapaca de caranguejos e siris da Baia de Ubatuba (litoral de Sao Paulo, Brasil),
com o propdsito de remover cadmio e cobre do meio aquoso. O biossorvente foi
processado até obter um p6é com particulas padronizadas entre 63 ym e 106 um.
Este material foi caracterizado por espectroscopia de Transformada de Fourier na
Regido do Infravermelho (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), espectroscopia de raios X de Energia
Dispersiva (EDX), andlise elementar de nitrogénio e enxofre, ponto de carga zero
(PZC), bem como medicdes de area de superficie (Brunauer, Emmett, Teller, BET).
Analisando o espectro de FTIR, podemos observar uma faixa de estiramento OH em
3474 cm™; amida | a 1660 cm™; além disso, possiveis trechos NC de estruturas
aromaticas podem ser observados a 1400 cm™. O reconhecimento desses grupos na

constituicdo do material € importante, pois podem atuar como sitios de adsorcéo de
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metais. Por meio das andlises de RMN, foi possivel identificar CH; (23 e 31 ppm), C-
O (75 ppm) e COOH (173 ppm), que corroboram com os resultados do FTIR. O PZC
representa o ponto em que as cargas na superficie da particula estdo equilibradas e
foi verificado em valor de pH 10,14. Portanto, os grupos funcionais apresentados na
amostra e as demais caracteristicas fisico-quimicas s&o favoraveis aos
experimentos de adsorcao. Experimentos em batelada, nos quais ocorre a agitacao
do adsorvente em contato direto com o adsorvato no meio aquoso, foram
desenvolvidos em trés fases para definir o pH ideal, estudo cinético e capacidade
méaxima de adsorc¢éo do biossorvente. O pH ideal para adsorver os ions metélicos foi
obtido em torno de 2,0. Também foi possivel determinar que tanto o equilibrio de
adsorcao de Cu (Il) e de Cd (Il) foram atingidos ap6s 10min de reac¢éo, ajustando as
isotermas de adsorcdo em um modelo de pseudo-segunda ordem. A capacidade
méaxima de adsorcdo foi obtida em 44,48 mg das espécies metalicas por g de
biossorvente para cobre e 48,33 mg g™ para cadmio. Além disso, os graficos foram
linearizados e se ajustam ao modelo de Langmuir. De acordo com esses resultados,
o material estudado pode ser aplicado em experimentos de adsorcdo com matrizes

aguosas reais.

Palavras-chaves: reaproveitamento; carapaca de caranguejo; biossorcdo de

metais; biotecnologia ambiental.
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CHAPTER 2: CHARACTERIZATION OF BRACHYURA CARAPACE AND ITS USE

IN THE ADSORTION OF CADMIUM AND COPPER IN AQUEOUS SAMPLES

ABSTRACT

Several studies indicate that certain concentrations of copper, Cu (Il), and cadmium,
Cd (II), commonly discarded by electroplating, mining, tanning, radiator, casting, alloy
and storage battery industries can be harmful to the liver, gills, kidneys and intestines
of aquatic organisms and therefore must be removed from the effluents to protect
water resources. Adsorption technique has shown to be very efficient in the treatment
of these effluents with metals. In addition to activated charcoal, which is the
adsorbent usually used in wastewater treatment, other adsorbents have potential
application in the removal of metals such as by-products from agricultural, industrial
and fishing activities. These materials are called biosorbents. Brachyurans are
considered a by-catch in shrimp trawl fisheries, and thus their carapace usage may
decrease the environmental impact of its discard. Their carapace consists of chitin
and chitosan polymers and functions as a biosorbent. The objective of this study was
to characterize the material derived from the carapace of crabs and swimming crabs
from Ubatuba Bay (S&o Paulo littoral, Brazil), in order to remove cadmium and
copper from aqueous medium. The biosorbent was processed until getting a powder
with standard particles (63 um — 106 um). This material was characterized by means
of Fourier Transform in the Infrared Region (FTIR) spectroscopy, Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), Scanning Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy (EDX), elemental analysis of nitrogen and sulfur, Point of Zero Charge
(PZC), as well as surface area measurements (BET-Brunauer, Emmett, Teller). From
FTIR spectrum, we can observe an OH stretch band at 3474 cm™; amide | at 1660
cm™; besides those, possible NC stretch of aromatic structures can be observed at
1400 cm™. The recognition of these groups in the material constitution is important
since they may act as metals adsorption sites. Through NMR analyses, it was
possible to identify CH, (23 and 31 ppm), C-O (75 ppm) and COOH (173 ppm), that
corroborate with FTIR results. PZC represents the point that charges on the particle

surface are balanced and it was verified at a pH of 10.14. Therefore, the functional
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groups presented in the sample and the other physico-chemical characteristics are
favourable to adsorption experiments. Batch experiments, in which occurs agitation
of the adsorbent in direct contact with the adsorbate in the aqueous medium, were
developed in three phases to define the ideal pH, kinetic study and maximum
adsorption capacity of the biosorbent. The ideal pH to adsorb the metallic ions was
obtained around 2.0. It was also possible to determine that the equilibrium adsorption
of Cu (Il) and Cd (ll) was both achieved after 10min of reaction, fitting both adsorption
isotherms into a pseudo second order model. Maximum adsorption capacity could be
obtained at 44.48mg of the metallic species per g of biosorbent for copper and
48.33mg g for cadmium. In addition, the graphics were linearized and fit into a
Langmuir model. According to these results, the studied material can be applied in

adsorption experiments with real agueous matrices.

Keywords: reuse; crab carapace; metal biosorption; environmental biotechnology.
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1. INTRODUCAO

Residuos aquosos de industrias de galvanoplastia, mineracdo, curtumes,
fabricacdo de radiadores, fundicdo, liga e baterias de armazenamento estéao
contaminados com metais toxicos ou potencialmente toxicos. Tais residuos sao
liberados em grande quantidade no meio ambiente e isso tem gerado uma
preocupacdo global (ISAAC et al., 2015). Também representou destaque, nao
apenas nacionalmente, mas também mundialmente, o rompimento da barragem da
Vale (mineradora multinacional brasileira) em Brumadinho, regido metropolitana de
Belo Horizonte, Minas Gerais, em janeiro de 2019, causando uma grande avalanche
de rejeitos de minério de ferro (SANTOS, 2019). De acordo com a Vale, a lama
proveniente do rompimento da barragem néo era toxica. Todavia, de qualquer forma,
esse desastre representou problemas graves ao meio ambiente. A grande
quantidade de material liberado passou por uma grande area, desencadeando de
forma imediata a morte de varias pessoas e também de outros animais e plantas. E
importante frisar que a regido atingida era uma area com remanescentes da Mata
Atlantica e, portanto, rica em biodiversidade. Os impactos ambientais do rompimento
da barragem em Brumadinho foram provavelmente inferiores aos impactos do
rompimento da barragem em Mariana, que é considerado o maior desastre
ambiental do nosso pais (FREITAS et al., 2019). A WWF Brasil emitiu uma nota de
pesar em relagdo ao rompimento da barragem em Brumadinho. Tal organizagéo
ressaltou que um desastre dessas proporcbes poderia, e deveria ser evitado por
meio de leis ambientais que possam garantir a seguranca das comunidades e da
natureza (SANTOS, 2019). Aléem dos impactos ambientais, estudos indicam que 0s

metais cobre (Cu?) e o cadmio (Cd?*") comumente descartados por essas
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industrias podem ser nocivos ao figado, branquias, rins e intestinos de organismos;
com isso, devem ser removidos dos efluentes para proteger os recursos hidricos
(RAJESHKUMAR & LI, 2018; BRANCO, 1978). Além disso, em humanos e toda
biota, as altas concentracfes de cobre podem atingir o sistema nervoso central,
ocorrer a corrosao de mucosas e causar problemas hepaticos e renais (CASTRO,
2006). No caso da contaminacdo por cadmio, dentre os males causados pelo
contato direto com este elemento, pode-se destacar problemas de disfuncao renal,
hipertenséo, arteriosclerose, doencas cronicas em idosos e cancer (CASTRO, 2006).

A fim de solucionar essa problematica, a técnica de adsorcdo tem se
mostrado muito eficiente no tratamento de efluentes com metais toxicos e
potencialmente toxicos (MOREIRA et al., 2009). E favoravel quando os adsorventes
apresentam caracteristicas adequadas, tais como uma elevada seletividade, area de
superficie e capacidade de adsorcdo elevada, boa capacidade de regeneracéo,
tempo de vida prolongado e baixo custo (SOTELO, 2012; BAIRD, 2002). Além do
carvao ativado, que € o adsorvente usualmente utilizado no tratamento de aguas
residuais, outros adsorventes apresentam potencial aplicagdo na remocdo das
espécies metdlicas, tais como, subprodutos de atividades agricolas, industriais e
pesqueira. Esses materiais sdo denominados de biossorventes (ABDELFATTAH et
al., 2016; ROYER, 2009; MESTRE et al., 2009).

Alguns estudos mostram que a carapaca de crustaceos pode ser utilizada
como um biossorvente de metais toxicos e potencialmente toxicos (ZULUAGA et al.,
2019; BENGUELLA & BENAISSA, 2002), sendo ela composta principalmente de
carbonato de célcio combinado com quitina (Fig. 1), formando compdsito mais
resistente, além de ser amplamente descartada como subproduto da pesca de

arrasto de camardes.
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Figura 1 — Estrutura primaria de quitina com ligacédo covalente 3-(1,4) entre dois

mondmeros, em que n é o grau de polimerizagao.
CHj3
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0
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Fonte: www.fciencias.com/2014/05/15/quitina-molecula-da-semana/.

A falta de seletividade do apetrecho de pesca direcionada a camardes de
interesse comercial (Xiphopenaeus kroyeri, Farfantepenaeus brasiliensis e
Farfantepenaeus paulensis), leva a captura de uma fauna com muita diversidade de
outros organismos, Nos quais 0s crustaceos se destacam compreendendo muitas
espécies de siris e caranguejos (DA COSTA et al., 2016; MANTELATTO et al.,
2016; BRANCO & VERANI, 1996; COELHO et al., 1986). Essas espécies acessorias
sdo denominadas de “by-catch” (ALVERSON et al., 1996), e sdo devolvidas ao mar
estando debilitadas ou mortas, por ndo apresentarem nenhum interesse direto
(MANTELLATO et al.,, 2016; BROADHURST & KENNELLY, 1996). As estimativas
mundiais indicam que a rejeicdo de fauna acompanhante €, no minimo, cerca de
cinco vezes a producdo de camarédo (CLUCAS, 1998), sendo, na atualidade, um dos
maiores problemas no uso de recursos do mar (HALL, 1999).

Considerando que os siris e caranguejos sdo amplamente rejeitados, como
subprodutos da pesca direcionada a camarfes e, que suas carapacas possuem a

capacidade de adsorver metais, 0os quais sao liberados na natureza em &aguas
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residuais, a motivacao deste estudo foi caracterizar o biossorvente proveniente da
carapaca de siris e caranguejos para averiguar sua eficiéncia na adsorcdo de

cadmio e cobre.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos especificos
e Promover o reaproveitamento de um descarte da pesca a fim de destina-lo a
recuperacado de recursos hidricos contaminados por metais.
e Caracterizar o biossorvente por meio das técnicas de FTIR, RMN, MEV, EDX,

andlise elementar, pHpzc € area de superficie por BET.

2.2. Objetivo geral

Em virtude da intensa atividade antropica ao se desperdicar materiais e
contaminar recursos hidricos, o principal objetivo deste projeto foi utilizar a carapaca
de Brachyura como potencial biossorvente a fim de analisar a eficiéncia na adsorgéo
de metais toxicos, como o cadmio, e potencialmente toxicos, tal qual o cobre, em

matrizes aguosas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados neste estudo possuem grau analitico (P.A), além do

gue as solucdes de trabalho foram preparadas a partir das solu¢cdes padrdes, como

apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Reagentes e solucdes utilizados nos experimentos.

Reagentes/Solucdes Composicao
Hidroxido de sodio P.A NaOH
Acido nitrico P.A HNO3
Solucéo padrédo de cobre Cu?* (1000 mg L™)
Solucéo padréo de cadmio Cd?* (1000 mg L ™)

Procedéncia

Impex
Impex
SpecSol
SpecSol

3.2. Coleta e preparo do material

As carapacas dos caranguejos e siris foram obtidas da fauna acompanhante

da pesca direcionada ao camardo X. kroyeri, na Enseada de Ubatuba, litoral norte

de S&o Paulo. Foram selecionadas para as analises as espécies de siris e

caranguejos mais abundantes na enseada segundo Mantelatto et al., (2016), sendo

elas Callinectes danae, Callinectes ornatos, Hepatus pudibundus e Persephona

mediterranea, exemplificadas na Figura 2.
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Figura 2 — Caranguejos e siris utilizados no preparo do biossorvente para ensaios de

adsorc¢ao.

A biomassa foi preparada a partir da lavagem das carapacas dos siris e
caranguejos com agua destilada, para que fossem removidas possiveis impurezas
advindas da natureza. Em seguida, foi seca em estufa a 100°C por 24h para depois
ser macerada em almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo. Com o objetivo
de fracionar a biomassa com granulometria especifica, esta foi peneirada em
tamises de laboratério com tamanhos padronizados entre 63um — 106 um, com o
auxilio de um agitador de peneiras. Para que fossem removidas moléculas organicas
soluveis que pudessem influenciar na adsorgdo dos metais nos sitios ativos da
biomassa, o material foi lavado em um sistema caracteristico de Soxhlet. A principio,
foram preparados pequenos envelopes com papéis filtro quantitativos, nos quais a
biomassa foi distribuida. Em seguida, estes envelopes foram levados ao extrator
contendo 400 mL de agua ultrapura. O pé bruto foi lavado até que a agua de

lavagem se tornasse incolor, e depois foi levado a estufa de secagem e esterilizagéo
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a 100° C durante 24 horas, sendo mantido posteriormente em outra estufa a 50°C

para depois ser conservado em um dessecador.

3.3. Caracterizacdo do adsorvente

As carapacas. in natura foram caracterizadas pela Espectroscopia na Regiéao
do Infravermelho (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios X
(EDX), analise elementar de nitrogénio e enxofre, determinacdo do Ponto de Carga
Zero, além do que a area de superficie especifica foi determinada pelo método de

BET (Brunauer, Emmett, Teller).

3.3.1. Caracterizacao por FTIR
Foram adotados os mesmos procedimentos, equipamentos e local das

analises ja citados anteriormente no Capitulo 1 desse estudo, secao 3.3.1.

3.3.2. Caracterizagéo por RMN
Foram adotados os mesmos procedimentos, equipamentos e local das

analises ja citados anteriormente no Capitulo 1 desse estudo, secao 3.3.2.

3.3.3. Caracterizagéo por MEV e EDX

A analise morfologica do biossorvente foi determinada por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), marca Carl Zeiss EVO LS15. Para determinagéo os
elementos quimicos, foi utilizado o detector de Espectroscopia de Energia Dispersiva

de Raio-X da marca Oxford Instruments e modelo INCAx-act, acoplado ao MEV,
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sendo que ambas as andlises foram realizadas no Laborat6orio de Microscopia da

Faculdade de Ciéncias da UNESP/ campus Bauru.

3.3.4. Caracterizacao por analise elementar
Foram adotados os mesmos procedimentos, equipamentos e local das

analises ja citados anteriormente no Capitulo 1 desse estudo, secéo 3.3.4.

3.3.5. Caracterizagédo por pHpzc
Foram adotados os mesmos procedimentos, equipamentos e local das

analises ja citados anteriormente no Capitulo 1 desse estudo, secéo 3.3.5.

3.3.6. Caracterizacado por BET
Foram adotados os mesmos procedimentos, equipamentos e local das

analises ja citados anteriormente no Capitulo 1 desse estudo, secao 3.3.6.

3.4. Preparo das solucgdes

As solucdes utilizadas em todos os experimentos foram preparadas com
reagentes de grau analitico e agua ultrapura (sistema Milli-Q — resistividade 18,2
MQ.cm a 25°C) sendo mantidas em recipientes sob refrigeracdo. As solucdes de
trabalho utilizadas para otimizacdo do sistema foram preparadas a partir de diluicoes
da solucdo estoque de 1000 mg L' das espécies metdlicas estudadas. Para
padronizacdo do método, a concentracdo das espécies metéalicas, compreendendo a
faixa entre 0,5 mg L™ e 2 mg L™, foi obtida a partir de uma curva de calibracéo

analitica (Figura 3).
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Figura 3 — Curvas de calibracdes para os metais cobre (a) e cadmio (b).
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3.5. Ensaios em batelada para avaliagdo da capacidade de adsorcao

Todos o0s experimentos propostos nas sec¢Oes seguintes (3.5.1., 3.5.2. e

3.5.3.) foram realizados em batelada a partir da mistura do volume de 1,8 mL de

solucdo de cada metal com 20 mg de biomassa de carapaga em temperatura

proxima de 25° C.

A fim de se quantificar os resultados, os dados foram calculados e analisados

conforme Equagdo 1, considerando também seus respectivos erros padrbes

incluidos nos graficos.

Nt

(Co — Ce) x V
= 1)
m
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No qual N; consiste na quantidade das espécies metalicas adsorvidas por
grama de biossorvente (mmol g); C, representa a concentracéo inicial (mg L™) da
amostra e C, a concentracéo no equilibrio apés adsorcdo (mg L™); V é o volume da

solugéo de trabalho (L) e m representa a massa do biossorvente utilizada (g).

3.5.1. Influéncia do pH

No estudo da influéncia do pH na reacdo de adsorcéo, os tubos Eppendorf
contendo a biomassa e a solucdo de cada metal (também com concentracao
padronizada) foram agitados por 60 minutos, sendo que o pH da solucéo foi variado

entre 1 e 6.

3.5.2. Influéncia do tempo de contato

No estudo cinético, tubos Eppendorf contendo a biomassa foram agitados
com a solucdo de cada metal a uma concentracéo fixa de 50 mg L™ e pH ajustado 2,
e entdo, o tempo foi variado entre 1 e 240 minutos. Os resultados dos estudos
cinéticos foram ajustados ao modelo cinético de pseudo-primeira e pseudo-segunda

ordem.

3.5.3. Capacidade maxima de adsorgéo

O estudo da capacidade maxima consistiu na agitacéo das solucdes de cada
metal juntamente com a biomassa, tendo-se o pH e o tempo de agitacao fixados em
torno de pH 2 e 60 minutos, respectivamente, e os dados coletados a partir deste
experimento foram avaliados com base nos modelos linearizados de Langmuir e
Freundlich. Foram utilizados dez amostras de 20 mg do material adsorvente com

volume de 1,8 mL de solucédo de cada metal, sendo a concentracao das solucdes de
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cada metal variada de 1 a 400 mg L™. Apés a agitacdo, foi realizada filtracdo sob
pressdo na solucdo contida nos Eppendorf, e posterior armazenamento do
sobrenadante. Em seguida, o sobrenadante foi diluido dentro das correspondentes
concentracfes padronizadas para cada metal, e entdo, as amostras foram levadas

lidas por meio de Espectrometria de absorcdo atdbmica de chama (FAAS).

3.6. Andlise por FAAS

O equipamento de foi utilizado para fazer a quantificacdo dos metais, cobre e
cadmio (em concentracdes pré-estabelecidas em experimentos anteriores), nas
solucbes tratadas com o biossorvente (carapacas) em procedimentos de Extracao
em Fase Solida, a fim de ser calculada sua capacidade de adsorcdo. A
determinacdo das espécies metalicas, nas solucbes aquosas, foi feita por
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama, em equipamento da marca
SHIMADZU, modelo AA7000 e as condicbes experimentais utilizadas para cada

elemento foram apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 — CondigBes operacionais utilizadas na determinacdo de Cu (ll) e Cd (Il) por

FAAS em solugdes aquosas.

Cobre Cadmio
Corrente da lampada 6mA 8mA
Resolucéo espectral 0,7 nm 0,7 nm
Comprimento de onda 324,7 nm 228,8 nm
Fluxo de gas (Ar-Acetileno) 1,8 L min™ 3,2 Lmin*
Curva de calibracdo (mg L'l) 0,5-0,7-1,0-2,0 0,5-0,7-1,0-2,0




109

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacédo do biossorvente

4.1.1. Caracterizacéo por FTIR

Existem importantes grupos quimicos encontrados no espectro de FTIR da

carapaca de Brachyura in natura (Fig. 4).

Figura 4 — Diferentes espécies de caranguejos e siri verificadas em espectro na regido do

infravermelho.
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Fonte: Autoria.

Sao verificadas as seguintes bandas: banda de deformacé&o axial atribuida ao
grupo OH em 3415 cm™; banda de deformacéo axial NH em 3272 cm™; alargamento

e a superposicao de bandas na regido correspondente as vibracbes de deformacgéo
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axial de CH, préximo a 2973 cm™ (CAMPANA-FILHO et al., 2007); banda de amida |
em 1660 cm™ e um pequeno ombro em 1619 cm? representado a a-quitina
(CARDENAS et al., 2004), além de bandas de deformacdes axial e angular do
grupamento CH; relacionadas a mudancas de ambiente dos grupos CH, adjacentes
a OH e, portanto, ao estabelecimento de diferentes ligacfes de hidrogénio atribuidas
préximas a 1411 cm™, no caso da a-quitina (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

E relevante ressaltar que as bandas com baixa transmitancia no espectro
podem ser resultado de um material composto por diversos componentes presentes

na carapaca bruta, e ndo apenas por um componente isolado tal qual a a-quitina.

4.1.2. Caracterizacédo por RMN

No espectro de RMN de polarizacdo cruzada (Fig. 5), verifica-se o
acoplamento dipolar forte para os carbonos de tipo N-C-NH,, COOH e C-O, e
moderado para os demais.

Os principais grupos identificados foram: CH, (23 e 31 ppm), C-N (57 ppm),

C-O (75 ppm), N-C-NH; (168 ppm) e COOH (173 ppm) (ZDARTA et al., 2015).

Figura 5 — Espectro de RMN de polarizacéo cruzada {*H}-**C (traco inferior) e polarizacdo

direta (traco superior) da carapaca de Brachyura.
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Fonte: Autoria.
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Sendo assim, pode-se inferir que os dados do espectro de RMN (Fig. 5)
corroboram com o0s grupos quimicos encontrados no espectro de FTIR, contendo
elementos que se comportam como bases de Lewis, como é o caso do oxigénio, e
nitrogénio que possuem pares de elétrons isolados capazes de coordenar ligacbes

com ions metalicos (carga positiva) (CASTRO et al., 2011).

4.1.3. Caracterizacéo por MEV e EDX
E possivel notar que, independente da parte da carapaca selecionada para

fazer a micrografia, o material manteve suas caracteristicas (Fig. 6).

Figura 6 — Imagens obtidas pelo MEV da carapaga macerada e triturada, sendo que a

micrografia a) possui magnificacdo de 100 vezes, b) de 500 vezes e c) de 4000 vezes.

Fonte: Autoria.
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Analisando a Figura 6, observa-se uma superficie rugosa com pouca
porosidade, que pode estar relacionada ao seu alto conteddo molecular, com
ligacdes de hidrogénio inter ou intramoleculares, conferindo um alto grau cristalino a
a-quitina (CARDENAS et al., 2004).

O padrédo EDX exibiu, predominantemente, a presenca de oxigénio, calcio,
iodo e fésforo, além de menores propor¢cdes de magnésio, sodio, cloro e potassio

(Tabela 1).

Tabela 1 — Constituicdo elementar da carapaca dos siris e caranguejos em relagdo a

porcentagem em massa dos elementos predominantes.

Elementos Concentracdo em massa (%)
O 59,11
Ca 33,07
I 2,92
P 1,51
Mg 0,08
Na 0,83
Cl 0,33
K 0,29

A presenca de tais elementos na carapaca desses animais € tipica, devido ao
habitat marinho e composicao predominante de carbonato de célcio (CaCO3z) em seu
exoesqueleto (CAMPANA-FILHO et al., 2007). Sabe-se que o calcio e outros metais
atuam como nucleos para produzir reticulacdo entre a-quitina e proteinas, ou seja,
ligacbes covalentes entre moléculas lineares produzindo polimeros tridimensionais
com alta massa molar (MUZZARELLI, 2013). O processo no qual os metais sao

usados para formar um compdésito natural € conhecido como esclerotizacao,
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semelhante a mineralizacdo. Isso pode ser usado como protecdo contra mudancas
ambientais (temperatura e pressdo) e contra o ataque de predadores naturais

(ROBERTS, 1992).

4.1.4. Caracterizacédo por analise elementar

Por meio da quantificacdo dos elementos nitrogénio e enxofre, pode-se
visualizar, na Tabela 2, que o material apresenta maior concentracdo de nitrogénio
(19 g kg™) do que enxofre (0,9 g kg™), uma vez o nitrogénio esta predominantemente
presente na estrutura polimérica da carapaca de Brachyura. Além disso, tal analise
leva em consideracdo a composicao total presente na amostra e ndo apenas 0s
elementos que participam na adsorcdo. Conforme anteriormente explicado na secéo
4.1.2., o enxofre é um elemento que também possui pares de elétrons isolados,

favorecendo a adsorcéo de ions metédlicos (CASTRO et al., 2011).

Tabela 2 — Andlise elementar de nitrogénio e enxofre da carapaca.

N (g kg™) S(g kg™
CARAPACA 19 0.9

4.1.5. Caracterizagéo por pHpzc

O pHpzc representa o ponto em que as cargas na superficie da particula estéao
equilibradas, sendo verificado em 10,22. Tal resultado significa que, em solugdes
com pH inferior a 10,22, as particulas compostas por carapagca apresentam
superficialmente cargas positivas, grupos protonados; ao passo que, as particulas

ficam carregadas negativamente em solucbes com pH superiores a 10,22.
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Conforme observado no grafico da Figura 7, a carapaca de Brachuyra
apresenta um comportamento diferente em relacdo a outros biossorventes, pois tal
biomassa promove o aumento do pH do meio mesmo em condi¢cdes extremamente
acidas, comprovando ser inviavel trabalhar com valores de pH entre 3,0 e 10,22,

pois as espécies metalicas podem precipitar na forma de hidroxido em pH alcalino

(BUTLER et al., 1998).

Figura 7 — Ponto de Carga Zero (pHpzc) da carapaca.
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Fonte: Autoria.

4.1.6. Caracterizagédo por BET

Para quantificar a area superficial do biossorvente, utilizou-se a isoterma de
Braunauer, Emmet e Teller (BET) construida pela adsorcdo e dessorcdo do gas

nitrogénio em temperatura constante como apresentadas na Figura 8.
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Figura 8 — Isoterma de adsorcao/dessorcao de nitrogénio e distribuicdo do tamanho de poro

para o biossorvente constituido de carapaca de Brachyura.
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Analisando o gréfico de distribuicdo de poros, pode-se confirmar que se trata
de um material que contém predominantemente mesoporos, porém com pouca, mas
presente quantidade de microporos. Além disso, pode-se observar que o material
nao apresenta alta area superficia. Calculada pelo método BET, a area foi em torno
de 25,38 + 0,0676 m2 g, e as isotermas de adsorcdo e dessorcdo correspondem a
formacao de mono e multicamada, tipo 1.

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), a

isoterma de adsorcao é classificada em seis diferentes tipos (Figura 9).


https://iupac.org/
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Figura 9 — Classificagéo das isotermas de acordo com a IUPAC. A esquerda, isotermas de

fissorcdo e, a direita, o tipo de histeresis.
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Fonte: Adaptado de Schmal (2013).

Sendo assim, a isoterma da carapaca mais se assemelha a do tipo Il com
histerese H3, ou seja, caracterizado por materiais sélidos com poros no intervalo de
mMesoporos ou macroporos, sendo que mesoporos sao poros no intervalo de 2 a 50
nm (20 a 500 A) e macroporos esta no intervalo de 50 a 7500 nm (500 a 75000 A).
Além disso, a histerese tipo H3 indica agregados de particulas sememelhantes a

placas dando origem a poros em forma de fenda (SING et al., 1985).

4.2. Ensaios de adsorcao de Cu(ll) e Cd(ll)

4.2.1. Influéncia do pH
Conforme anteriormente esclarecido na secdo 4.1.5., o pH ideal para se
realizar os experimentos com solugbes contendo metais é preferencialmente em

torno de pH 2,0 (Fig. 10), visto que, ao se adicionar o biossorvente em agitacéo, o

meio ficara préximo a pH 4,83, e acima de pH 3,0 o meio ja esta alcalino (préximo a
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8,62), conforme verificado na Figura 7. Tal fator é limitante, pois as espécies
metalicas podem precipitar na forma de hidroxido em pH alcalino (BUTLER et al.,

1998).

Figura 10 — Influéncia do pH na adsorcao das espécies metalicas, Cd (Il) e Cu (Il), pela

carapaga em meio aquoso.
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4.2.2. Influéncia do tempo de contato
Quanto ao tempo minimo de contato para que ocorra a interacdo do metal e
superficie do biossorvente, constatou-se que 0 mesmo apresenta cinética de

adsorcdao rapida, atingindo o estado de equilibrio em 10 minutos (Fig. 11).
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Figura 11 — Estudo cinético da adsorcdo das espécies metalicas, Cu (Il) e Cd (1), pela

carapaga em meio aquoso.
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Os dados experimentais dos experimentos da cinética de adsorc¢ao,
referentes a ambos 0s metais, foram aplicados aos modelos cinéticos linearizados
de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem, apresentando melhor
correlacdo ao modelo de pseudo-segunda ordem (Fig. 12), o qual implica que a
adsorcdo das espécies metalicas ocorre através da coordenacdo por pares de
elétrons isolados que sao compartiihados a partir dos atomos presentes na
superficie do material (DUNDAR et al., 2008; YU et al., 2007). Nesse caso, a
adsorcdo também pode ocorrer por processo de complexagcdo, coordenacdo e/ou
quelacdo (LU & GIBB, 2008). Isso também pode ser verificado por meio dos
coeficientes de correlacao (R? de adsorcao de cada metal os quais apresentam boa

concordancia com os dados experimentais (Tabela 3).
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Figura 12 — Linearizacao do gréfico da cinética de adsorcao, aplicando ao modelo de

pseudo-segunda ordem.
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Tabela 3 — Parametros obtidos dos modelos cinéticos de pseudo-primeira e segunda ordem

para os metais analisados.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem
N (exp)*  Ni (cal)** K, R? N; (cal)** K, R?
(mmolg?) (mmolg?)  (min™) (mmolg?) (g mmol™min™)
Cu (I)  0,1408 0,0075 -0,0233 0,3663 0,1409 25,8824 0,9999
Cd (1) 0,0745 0,0052 -0,0239 0,3884 0,0741 33,8114 0,9999

* experimental; ** calculado

No caso do modelo de pseudo-primeira ordem, observa-se que os valores de
N¢ calculados foram muito diferentes em relacdo ao N; experimental. Ao passo que,
no modelo de pseudo-segunda ordem, os valores calculados correspondentes ao Nt

foram praticamente iguais ao valor experimental respectivo a cada metal. Além
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disso, os altos valores de K indicam uma cinética de adsorcdo rapida. Ambos os
valores de R? para as curvas de cobre e cadmio, foram 0,9999, indicando uma
excelente correlacdo entre os dados experimentais e o modelo cinético de pseudo-

segunda ordem.

4.2.3. Capacidade maxima de adsorcao
Tratando-se da capacidade maxima de adsorcdo, esta foi investigada

variando-se as concentracdes de Cu (II) e Cd (Il), conforme as isotermas de

adsorcao da Figura 13.

Figura 13 — Estudo da capacidade maxima de adsor¢éo das espécies metalicas, Cu (ll) e

Cd (I1), pela carapaca em meio aquoso.

0.7 1
0.6
0.5 1
0.4 1

0.3 4

Nf ( mmol g'1 )

0.2+

0.1+

0.0 T T T T T T

Ce ( mmol L'1 )

Comparando as curvas que descrevem a adsorcdo dos metais, € possivel
observar que inicialmente comecam juntas (sobrepostas), pois € a regido em que a
superficie do material ndo esta saturada, e os ions tém acesso livre aos sitios de
adsorcdo. No entanto com o aumento da concentracdo, a isoterma de cadmio deixa

de sobrepor a de cobre. Este fenbnemo provavelmente se deve a afinidade dos ions
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metalicos por elementos quimicos especificos da molécula do biossorvente.
Considerando as caracteristicas do metais analisados no estudo e a teoria de
Pearson, um acido mole é considerado um aceitador de elétrons de baixa carga
positiva, com tamanho grande e varios elétrons externos facilmente excitados.
Enquanto que um acido duro € um aceitador de elétrons com carga positiva alta,
pequeno e nao tem elétrons externos facilmente excitados (PEARSON &
SONGSTAD, 1967). No caso do Cu (ll), considera-se como sendo um acido
intermediéario, o qual pode ter afinidade tanto por bases duras, onde a ligacdo ocorre
praticamente por interacfes eletrostaticas, quanto por bases moles, em que as
interacBes ocorrem por ligacBes covalentes. Normalmente, para este ion, o elemento
nitrogénio apresenta caracteristica de base intermediaria, favorecendo a ligacdo. O
Cd (Il), por sua vez, é considerado como sendo um acido mole, apresentando
afinidade pelo nitrogénio e pelo enxofre; contudo, a afinidade pelo N € mais fraca em
comparacao com o S (PEARSON, 1963; PEARSON & SONGSTAD, 1967; CAMEL,
2003). Sendo assim, como 0 biossorvente apresentou maior concentracdo do
elemento nitrogénio, € possivel inferir, portanto, que ocorreu maior adsorcao
preferencialmente de ions cobre devido a afinidade das ligagBes, conforme
elucidado anteriormente.

Comparando os resultados da Figura 13 com outros biossorventes na
literatura (Tabela 4), & notavel seu valor significativo para adsorver os ions metalicos
analisados no estudo e superior em relagdo a diversos outros. A maior ou menor
capacidade de adsorcdo de um material, seja sintético ou natural, também é

dependente da afinidade do material com os diferentes tipos de ions metalicos.
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Tabela 4 — Comparacao da capacidade maxima de adsorcdo da carapaca de Brachyura

com diversos biossorventes e carvao ativado comercial.

Material testado

Cu (I
Casca de mandioca 0,14
Concha de mexilhdo de agua -
doce
Carvao ativado comercial 0,578
Biomassa de Aspergillus niger 0,277
Biomassa flngica imobilizada 0,537
por PVA
Carapaca de Brachyura 0,70

cd (Il
0,109

0,231

0,284

0,618

0,536

0,43

Capacidade Maxima (mmol g™

Referéncias

JORGETTO et al., 2013;
JORGETTO et al., 2014

VAN et al., 2018
RICHARDS et al., 2019;
VAN et al., 2018
TSEKOVA et al., 2010

TSEKOVA et al., 2010

Este estudo

Da mesma forma que os dados da cinética de adsorcdo foram linearizados,

0s experimentos relacionados a capacidade maxima de adsorcdo também foram

inseridos nos modelos linearizados de Langmuir e Freundlich, obtendo uma melhor

correlagcdo com o modelo de Langmuir (Fig. 14).

Figura 14 — Linearizacao do gréfico da capacidade maxima de adsorcao, aplicando ao

Ce/Nf(g L'1)

modelo de Langmuir.
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O modelo de Langmuir estima que praticamente todos os sitios ativos e
localizados de adsorcéo existentes na superficie do material estdo sendo usados na
coordenacao de espécies metalicas (BOLSTER & HORNBERGER, 2007). Cada um
destes sitios ativos pode acomodar um composto adsorvido e a energia de adsorcao
de cada espécie adsorvida € a mesma em todos os sitios da superficie (CIOLA,

1981).

Tabela 5 — Parametros obtidos através das equacgbes de Langmuir e Freundlich para os

metais analisados.

Langmuir Freundlich
N; (exp)* N; (cal)** K. R? Ke (cal)** n R?
(mmolg?)  (mmolg™®) (L mmol?) (mmol g™
Cu (I 0,6959 0,6733 11,5941 0,9947 0,2479 52715 00,9762
Cd (1) 0,4488 0,4488 4,1445 0,9729 0,0677 2,9674 0,8913

* experimental; ** calculado

E possivel aplicar os resultados ao modelo de Langmuir (Tabela 5), devido a
equivaléncia dos valores de N; calculados com o respectivo valor de N; experimental,
bem como, a melhor concordancia de coeficiente de correlacédo (R?) para ambos
metais analisados. A principal caracteristica dessa isoterma supde que a superficie
do biossorvente possui um numero fixo de sitios de adsor¢céao e todas as particulas
adsorvidas interagem apenas com um sitio ativo, e ndo entre si. Sendo assim,
assume-se que quanto mais sitios ativos estdo ocupados, maior é a dificuldade de
se preencher os sitios vagos, e ainda, adota-se que a adsorcdo € feita em
monocamadas e existe uma pequena competicdo da superficie pelos atomos de
metais (LETTERMAN, 1999). Além disso, o alto valor da constante K, revela a

elevada capacidade de adsorcao do biossorvente.



124

5. PERSPECTIVAS

e Realizar experimentos com ions interferentes (cloretos, sulfatos e nitratos) a
fim de verificar a eficiéncia de adsorcdo do biossorvente e sua afinidade pelos
ions metalicos.

e Certificar a capacidade de adsorcdo por meio de analise de padréo certificado
contendo os metais do estudo, para posterior leitura em FAAS.

e Aplicar o biossorvente, constituido por carapaca de Brachyura, em matriz

aguosa de efluentes sob condi¢cbes controladas.
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Tratamento dos residuos gerados

Os residuos gerados, compostos basicamente por solucbes aquosas de
metais, acidos e bases, foram tratados utilizando-se procedimentos ja adotados nos
laboratorios do Departamento de Quimica e Bioquimica do IBB/UNESP-Botucatu,
sendo: Residuos de acidos e bases neutralizados antes do descarte; residuos
organicos e misturas de solventes utilizados nas reacdes acondicionados em galdes
adequados de 5 L (separados para cada tipo de solvente) e estocados em depdésito
de residuo do Campus até o recolhimento pela empresa responsavel pela
destinacado final (Ambicamp); assim como, residuos contendo solu¢cbes de metais
acondicionados em bombonas de 50 L e estocados até recolhimento pela empresa

responsavel pela destinagéo final (Ambicamp).
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao se analisar ambos biossorventes de composicao polimérica diferenciada,
sendo um a base de celulose e o outro de quitina, verifica-se a presenca de
elementos e grupos quimicos viaveis para que ocorra a adsorcdo, conforme
detectado nos graficos de FTIR e RMN, além dos dados de andlise elementar de
nitrogénio e enxofre. Ambos 0s materiais in natura apresentam baixa é&rea
superficial, sendo tipica de materiais ndo porosos ou com predominancia de meso e
macroporos. Além de tais caracteristicas, também possuem superficie heterogénea
gue contribui para a adsorcao, tanto de farmacos, quanto de metais por fisissorcao.

Quanto aos ensaios em batelada, para o biossorvente taboa, pode-se
concluir, portanto, que é necessario ser submetida a outros tratamentos ou técnicas
para ser utilizada como biossorvente para adsorver contaminantes organicos, dentre
0S quais, antibiéticos, sendo comprovada sua eficacia nos estudos em carvao
ativado.

No caso da carapaca de Brachyura, analisando os resultados obtidos dos
ensaios em batelada, é possivel concluir que tal material representa um biossorvente
muito eficiente para adsorcdo dos metais analisados no estudo, tanto pela sua
elevada capacidade de adsorcéo, sendo de 44,48 mg g* para cobre e 48,33 mg g*
para cadmio, quanto a rapidez para se atingir o equilibrio em torno de 10 minutos.
Sendo assim, além de apresentar um relevante motivo sustentavel, ao se aproveitar
as carapacas descartadas, também representa uma alternativa para promover a
descontaminacdo de recursos hidricos poluidos por metais toxicos ou

potencialmente toxicos.
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APENDICES

APENDICE 1A — Cromatograma com espectro de cloranfenicol referente a curva

analitica do composto, contendo 0,1 mg L™ em pH + 6,0 e A = 277 nm.
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APENDICE 1B — Cromatograma com espectro de cloranfenicol referente a curva

analitica do composto, contendo 1,0 mg L™ em pH + 6,0 e A = 277 nm.
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APENDICE 1C — Cromatograma com espectro de cloranfenicol referente a curva

analitica do composto, contendo 5,0 mg L™ em pH + 6,0 e A= 277 nm.
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APENDICE 1D — Cromatograma com espectro de cloranfenicol referente a curva

analitica do composto, contendo 10,0 mg L™* em pH + 6,0 e A = 277 nm.
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APENDICE 2A — Cromatograma referente ao grupo branco, contendo os picos do

biossorvente Typha angustifolia L., taboa, em agua ultrapura no pH + 6,0 e A = 278

nm.
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APENDICE 2B — Cromatograma referente ao grupo controle, contendo o farmaco

cloranfenicol em agua ultrapura no pH £ 6,0 e A = 278 nm.
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APENDICE 2C - Cromatograma referente ao grupo amostra, contendo tanto o

biossorvente, quanto o farmaco em &gua ultrapura no pH £ 6,0 e A =278 nm.
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APENDICE 2D - Cromatograma comparando os diferentes grupos dos testes

preliminares em 278 nm.
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APENDICE 3 — Cromatograma referente & adsor¢do do farmaco apos teste de
capacidade méaxima, compreendendo concentracdo inicial de 1 mg L™ do analito,
apos 24 horas, em pH £ 6,0 e A =278 nm.
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APENDICE 4A — Cromatograma referente ao grupo controle, contendo o farmaco

cloranfenicol (1 mg L™) em &gua ultrapura no pH + 6,0 e A = 278 nm para os testes
com carvao ativado de taboa.
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APENDICE 4B — Cromatograma comparativo entre o grupo controle (1 mg L) e a
remocao de cloranfenicol por carvao ativado de taboa em pH = 6,0 e A =278 nm.
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