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Resumo

A técnica DGT tem sido utilizada para determinacdo e melhor compreensdo da dindmica e
biodisponibilidade de metais em &guas marinhas sujeitas a emissarios.

Neste trabalho, a DGT foi avaliada para a determinacdo de Pb, Cd, Cu, Zn e Ni em
amostras de agua marinhas da Bacia Potiguar na sua vertente convencional (agente ligante:
Chelex-100 e agente difusivo: Gel de Poliacrilamida Difusivo (D) e Restritivo (R)) e
determinacdo de Pb e Cd através de sua vertente alternativa (agente ligante: Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em géis de agarose e agente difusivo: Papel Cromatografico 3MM). As
curvas de imersdo para longos periodos na amostra apresentaram boa correlacdo linear na
vertente convencional para Zn (D: R?=0,9586; R: R2=0,9444), Ni (D: R?=0,9789; R: R? = 0,9286)
e Cu (D: R2=0,764; R: R? = 0,8143), e alternativa para Pb (R?=0.9228) e Cd (R?*=0.9673).

Os resultados da analise da composi¢cdo organica e inorganica na vertente convencional,
demonstraram que para todos o0s elementos ndo héa fracao significativa de compostos organicos na
amostra. Além disso, para vertente alternativa, a comparacdo das massas obtidas e esperadas
sugerem que parte do Pb ndo encontra-se 1abil e que o principal mecanismo de sua retencdo pela
S. Cerevisiae ocorre atraves de troca ionica.

Palavras-Chave: DGT. Saccharomyces cerevisiae. Aguas marinhas, Difus3o. Lei de Fick.



Abstract

The DGT technique has been used to determine and better understand the dynamics and
bioavailability of metals in the sea near to marine outfalls.

In this work, the DGT was assessed for the determination of Cd, Pb, Cu, Zn and Ni in
marine water samples from Potiguar Basin in its conventional aspect (binding agent, Chelex-100
and diffusive agent: Diffusive polyacrylamide gel (D) and restrictive (R)) and determination of
Pb and Cd through its alternative aspect (binding agent: Saccharomyces cerevisiae immobilized
in agarose gels and diffusive agent: 3MM Chromatography Paper). The deployment curves for
long periods of immersion in the sample, showed a good linear correlation for the conventional
aspect to Zn (D: R2=0.9586, R: R2=0.9444), Ni (D: R2=0.9789, R: R2=0.9286) and Cu (D:
R?=0.764, R: R?=0.8143), and alternative to Pb (R?=0.9228) and Cd (R?=0.9673).

The results of the organic and inorganic composition analysis in conventional aspect,
showed that for every element there is no significant fraction of organic compounds in the
sample. In addition, considering the alternative aspect, the comparison of obtained and expected
masses suggests that some of the Pb is not labile and that the main retention mechanism of Pb for
S. Cerevisiae occurs through ion exchange.

Keywords: DGT. Saccharomyces cerevisiae. Marine waters.Diffusion. Fick’s Law.



Agradecimentos

Agradeco a oportunidade de aprendizado para minha formacéo e para a vida a todas as

pessoas e amigos do Centro de Estudos Ambientais (CEA) e da UNESP de Rio Claro.

Muito Obrigado a todos vocés!



Dedico este trabalho aos meus pais Antonio Edison
Pescim e Neusa Maria Favoreto Pescim, os quais me
deram forga e sempre me apoiaram durante toda a minha

vida.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquematizacao da tECNiCa DGT .......ccooiiiiiiiiirise e e 14

Figura 2 - Dispositivo da tECNICA DG T ........coviiieiiieiiie e
Figura 3 - Curva de imersdo de Cd para agente difusivo (periodos longos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.voeeete ettt bbb bbbttt a s
Figura 4 - Curva de imersdo de Pb para agente difusivo (periodos longos).

TEMPEIALUIAT23 C...o.vveeet ettt a bbbt n e s
Figura 5 - Curva de imersdo de Zn para agente difusivo (periodos longos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.vveeet ettt bbbt bbbt b s st
Figura 6 - Curva de imersdo de Cu para agente difusivo (periodos longos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.vveee ettt bt a bbb s bbbt et
Figura 7 - Curva de imersao de Ni para agente difusivo (periodos longos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.voveeet ettt b bbbt b st n e s
Figura 8 - Curva de imersao de Cd para agente restritivo (periodos longos).
TEMPEIALUIAT23C.....ovvte ettt bbbt a et b
Figura 9 - Curva de imersdo de Pb para agente restritivo (periodos longos).
TEMPEIATUIAT23 C...o.voveee ettt bttt b s s bbb st bbb st et
Figura 10 - Curva de imersédo de Zn para agente restritivo (periodos longos).
TEMPETALUIAT23 C...o.vovieeev ettt b et a bbb s st bbb s st et
Figura 11 - Curva de imersdo de Cu para agente restritivo (periodos longos).

TEMPEIALUIAT23 C...o.vveet ettt bbbt a bbb sttt n st



Figura 12 - Curva de imersédo de Ni para agente restritivo (periodos longos).

TEMPETAIUIAT23%C....veiveeeeeeet ettt ettt e sttt e ettt se st e bt e s e s s st et esess et steteseseseeeesens 33
Figura 13 - Curva de imersédo de Cd para agente difusivo (periodos curtos).

TEMPETALUIAT23%C ...ttt ettt sttt se ettt etese et et et ese s st et eber e s e s tatesennnnas 34
Figura 14 - Curva de imersédo de Pb para agente difusivo (periodos curtos).

TEMPETALUIAT23%C....ocveeeeveteee ettt sttt ettt ettt se et sttt es e s st etese s st st et et ese s et etesesessaeas 34
Figura 15 - Curva de imersédo de Zn para agente difusivo (periodos curtos).

TEMPETALUIAT23%C ...ttt sttt ettt ettt e s ettt s et e b et ese s st st et et ese s et etetesesneas 35
Figura 16 - Curva de imersdo de Cu para agente difusivo (periodos curtos).

TEMPETALUIAT23%C ...ttt ettt sttt ettt ee s sttt e b se et et e b ese s st st et et e e s et etesesn s aeas 35
Figura 17 - Curva de imersdo de Ni para agente difusivo (periodos curtos).

TEMPETALUIAT23%C ...ttt sttt sttt ettt e s ettt se e st et e s ese s st et et es e st s tatesean s eas 36
Figura 18 - Curva de imersdo de Cd para agente restritivo (periodos curtos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.vvieeet ettt s s bbbt b et 36
Figura 19 - Curva de imersdo de Pb para agente restritivo (periodos curtos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.voveee ettt bbbttt s s bbb bbb 37
Figura 20 - Curva de imersdo de Zn para agente restritivo (periodos curtos).

TEMPEIATUIAT23 C...o.vveee ettt bbbt n sttt 37
Figura 21 - Curva de imersdo de Cu para agente restritivo (periodos curtos).

TEMPETATUIAT23 C...o.voveee ettt b b s s bbb s bbb st s 38
Figura 22 - Curva de imersédo de Ni para agente restritivo (periodos curtos).

TEMPEIATUIAT23 C.....vovieeee ettt ettt ettt b sttt en et s 38



Figura 23 - Curva de imersdo contendo a massa total de Pb (esperada), massa obtida de Pb

e massa de PbCI* funcdo do tempo de imersdo para 4gua do mar contendo 2,5 mg L™ de Pb (pH
=7,66). Os amostradores foram montados utilizando-se 2 discos de Papel Cromatografico 3MM
(0,92 mm) e discos contendo 20% (m / v) de S. cerevisiae e 3% (m/v) de agarose.
TEMPETALUIAT23%C ...ttt sttt ettt ettt e e ettt s s et et et ese s st et et ese s st e tatesesnsnas 40
Figura 24 - Curva de imersdo contendo a massa total (esperada) e obtida de Cd funcéo do tempo
de imerséo para 4gua do mar contendo 2,5 mg L™ de Cd (pH = 7,66). Os amostradores foram
montados utilizando-se 2 discos de Papel Cromatografico 3MM (0,92 mm) e discos contendo
20% (m/ v) de S. cerevisiae e 3% (m/v) de agarose.

TEMPETALUIAT23%C ...ttt ettt sttt se s st sttt e e e st et e b esn s st st et es e s st s tatesean s e, 41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Fatores de eluicdo dos analitos (f;) nos agentes difusivo e restritivo.............

Tabela 2 - Coeficientes de difusdo dos analitos D (10°® cm? s, 23°C) nos

agentes AITUSIVO € FESTITIVO.......ccuiiieiieieeie ettt et nre e e

Tabela 3 - Coeficientes de difusdo (D) de Pb e Cd no Papel Cromatografico SMM

Tabela 4 - Concentragcdes de Cd em amostras de agua de mar determinada pela

BECNICA DG ettt e e e ettt e e e e e e ettt eeeeeeeee e e teeeeeeeeeeerareeeaeeens

Tabela 5 - Concentragdes de Pb em amostras de dgua de mar determinada pela

BECNICA DG ... oottt e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeae e eeeeaeeeeeaeeraeees

Tabela 6 - Concentragdes de Zn em amostras de dgua de mar determinada pela

1010101 (o7 W B L C 1 T O T UUU OO TR RUTR R RRRRTR

Tabela 7 - Concentracdes de Cu em amostras de agua de mar determinada pela

1010101 (o7 W B L C I IO T U UU OO OO U UTR TR

Tabela 8 - Concentracdes de Ni em amostras de agua de mar determinada pela

1010101 (o7 W B L C 1 IR T O T UUU OO TR RUTRRRRRRRR

Tabela 9 - Comparacéo entre as concentracgdes totais dos analitos na amostra e

AS 0DtIAAS COM O DG T . i



SUMARIO

I-INTRODUGAO.......c.coetieeeiieeieeteee e ene s es s es s en s s s aesnens 13
2—OBJIETIVOS ... 17
3-REVISAO BIBLIOGRAFICA........ccooeeeetireeeeeeeeeeteen s 17
A—MATERIAIS E METODOS.........oeeeeeeeeeeee oo, 22
Ot 1T -SSR 22
4.1.1 — EQUIPAMENLOS € GCESSOIIOS. .....ueveueererteieseatisteseeseeteseeseetesteseesessesteseesessesneneeseseeseeseanens 22
4.1.2 — REAPENTES € SOIUGDES. ....cuveivieie ettt ettt s re e e re e 22
A.0.3 — AMOSTIA. ...ttt etttk b ettt h et e ke e bt e bt e b e e b e b e ne e enreennne s 23
e |V 11 (o o [0 LSS TRUSOSRS 23
4.2.1 — Principios da tECNICA DGT......cccoiiieiieieiee sttt 23

4.2.2 — Procedimento de montagem e experimentos
de IMersao doS AISPOSITIVOS........cceiiuiiieiieeie et re et re e saeenas 24

4.2.3 — Procedimento para recuperacéo e determinacéo das massas dos analitos retidas no

AQENTE TIJANTE. ...ttt bbbttt e bbb 25
4.2.4 — Calculo das massas retidas (obtidas e esperadas) nos dispositivos..................... 26
4.2.5 — Determinagdo da Concentragao total dos analitos na amostra ............c.cccceeenee. 27

4.2.6 — Preparo do gel ligante de Saccharomyces cerevisiae

IMODIIZA0A BIM AQAIOSE. ... ettt sb bbbt nes 27



5—-RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccooooieieeeeeieiieeeesesiese s 28

5.1 — Curvas de imersédo de Cd, Pb, Zn, Cu e Ni para o agente ligante convencional............ 28
5.2 — Curvas de imersédo de Pb e Cd para o agente ligante alternativo...............cccccceeverveennnne. 39
5.3 — Comparacdo entre concentragdes de Cd, Pb, Zn, Cu e Ni obtidas com gel

difusivo e restritivo na amostra de Agua 0 MAr...........cccevvieeieiieeerieiese e eeee e 42
5.4 — Comparacdo entre concentracdes de Cd, Pb, Zn, Cu e Ni obtidas para a técnica

DGT utilizando e através da determinacéo da concentragao total.............ccccoveevevivereiieinenns 46

6-CONCLUSOES

7—REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..., 49



13

1. INTRODUCAO

O meio ambiente marinho pode ser contaminado por uma ampla gama de atividades
antrépicas. As areas costeiras sdo afetadas diretamente pela insercdo de diversos tipos de
poluentes trazidos pelos emissarios de efluentes marinhos que, conjuntamente com o transporte
maritimo e exploracéo de recursos minerais da plataforma continental representam de 20 a 30 %
da carga de poluentes inseridas nos oceanos por atividades antropicas (SHERWOOD et al.,
2009).

Dentre o0s principais contaminantes gerados por emissarios marinhos encontram-se:
nutrientes, compostos organicos sintéticos, sedimentos, petréleo, hidrocarbonetos e metais.

A determinacdo da concentracao total de metais e metaldides em aguas naturais marinhas
se mostra muito importante, possibilitando a obtencdo de conhecimento de base para a tomada de
decisbes para o controle da poluicdo e monitoramento ambiental das regiGes costeiras. No
entanto, apesar de importantes, determinacGes elementares ndo fornecem todas as informacdes
necessarias para tomar decisbes apropriadas ou, em algumas situacdes, conduzem a
interpretagdes erroneas. Em frente a diversos problemas ambientais que 0 mundo moderno tem
enfrentado, é preciso o desenvolvimento de novas técnicas para a determinacdo de espécies
quimicas principais resultantes da poluicéo.

A técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentracdo (DGT) tem sido
utilizada para a determinacdo de metais em aguas marinhas tanto para analise de sua composicao,
como para a avaliacdo de poluicdo em determinadas areas sujeitas a emissarios ou atividades
potencialmente poluidoras.

A técnica DGT foi desenvolvida por Zhang e Davison (1995), e tem se mostrado
promissora na determinacdo de espécies labeis in situ em meios aquéticos, solos ou sedimentos.
Por ser uma técnica capaz de pré-concentracdo, a DGT permite a determinacao desta fracdo em
quantidades tracos ou ultra-tracos, dependendo da tecnica de determinacdo em que foi associada.
Quando associada a técnicas analiticas como a espectrometria de emissdo Optica (OES) ou de
massas (MS) com plasma acoplado indutivamente (ICP), também permite determinagdes

multielementares.
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Outra vantagem da DGT é que a técnica fornece a concentracdo media por tempo e néo
apenas a concentracdo da espécie de interesse no momento da coleta (ZHANG e DAVISON,
1995).

Nesta técnica, um dispositivo é imerso em sistema a ser monitorado (por exemplo, no mar
ou em um rio) durante um intervalo de tempo definido. A quantidade dos ions acumulados é
recuperada do dispositivo, através de um procedimento de elui¢cdo dos metais retidos no agente
ligante, e posteriormente determinada por uma técnica analitica apropriada e usada para
quantificar as concentracdes das espécies labeis no sistema. Quando o dispositivo DGT €é imerso
em regimes de conveccdo descontrolados, como &guas de rios e mares, as medidas sdo

independentes das variac6es do fluxo (Figura 1).

Figura 1. Esquematizacdo da técnica DGT.

Imerséo Eluicdo Determinacéo

M % ri " ICP - MS
gel
COm

resina m ~ [Mn+]

Fonte: Centro de Estudos Ambientais (CEA) UNESP

O dispositivo DGT consiste basicamente de um pistdo de polipropileno, sobre o qual é
colocada uma camada de um gel ligante, convencionalmente a resina Chelex-100 imobilizada em
um gel de poliacrilamida-agarose, um gel difusivo, também de poliacrilamida-agarose e uma
membrana de filtragem respectivamente (Figura 2). Essas camadas sao fixadas ao pistdo por uma
presilha de polipropileno, a qual possui uma janela de 20 mm de didmetro para que ocorra a

difuséo dos ions da solucao para o interior do dispositivo.



Figura 2. Dispositivo da técnica DGT
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O desempenho da resina Chelex-100 como agente ligante convencional da DGT foi
avaliado por Garmo et al. (2003) para determinacdo de 55 elementos, sendo a resina capaz de
reter quantitativamente, pelo menos, 24 dos elementos estudados (Pb, Zn, Co, Ni, Cu, Cd, Al,
Mn, Ga, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Lu, Y). Apesar de relativamente
abrangente a resina € inadequada para Li, Na, K, Rb, Mg, Ca, B, Tl, P, S, As, Bi, Se, Si, Sn, Sb,
Te, Zr, Nb, Hf, Ta, W, Th, Ag.

Visando obter agentes ligantes complementares, de custo mais baixo ou com melhor
desempenho que a resina Chelex-100, novos materiais tem sido propostos para serem utilizados
na DGT.

Estudos preliminares realizados nos laboratérios do Centro de Estudos Ambientais da
UNESP - Rio Claro e dois trabalhos recentes realizados por Tonello et al. (2010) e Pescim et al.
(2011) utilizando Saccharomyces cerevisiae imobilizada em agarose, mostraram a potencialidade
de sua utilizacdo como agente ligante na técnica DGT para a determinacao, respectivamente, de
Cd e Pb. Também, testes preliminares realizados na Instituicdo evidenciaram gue o agente ligante
desenvolvido foi efetivo para retencdo de Pb, Cr, Cu, Ni e Zn.

Deste modo, considerando a capacidade da Saccharomyces cerevisiae para reter as
espécies quimicas descritas acima e a ampla gama de metais que podem ser retidos pela resina
Chelex-100, pode-se considerar que o uso da levedura imobilizada em agarose, e da resina
convencional Chelex-100, podem ser ampliados para a determinacdo de metais em aguas
marinhas.

Com este foco, o presente trabalho foi desenvolvido para avaliar a técnica DGT para a
determinacéo de Pb, Cd, Cu, Zn e Ni em amostras de 4gua de mar da Bacia Potiguar (Rio Grande
do Norte e Ceard) na sua vertente convencional (agente ligante: Chelex-100 e agente difusivo:
Gel de Poliacrilamida Difusivo e Restritivo) e determinagdo de Pb e Cd através de sua vertente
alternativa (agente ligante: Saccharomyces cerevisiae imobilizada em géis de agarose e agente
difusivo: Papel Cromatografico 3MM Chr). O agente ligante alternativo foi preparado segundo
procedimento previamente desenvolvido, contendo 20 % (m/v) de S. cerevisiae e 3,0 % (m/v) de
agarose (PESCIM et al., 2011).

Os testes visaram avaliar a performance dos agentes ligantes convencional e alternativo

na captacéo de Pb, Cd, Cu, Zn e Ni em amostras de agua do mar no laboratorio.
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2. OBJETIVOS

Este estudo tem como principal objetivo a avaliacdo da técnica de difusdo em filmes finos
por gradientes de concentracdo (DGT) em suas vertentes alternativa, para determinacéo de Cd e
Pb, e convencional para determinacdo de Pb, Cd, Cu, Zn e Ni em &gua marinhas sujeitas a
contaminacgdo por atividades exploratorias de petroleo.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Devido ao grande potencial de aplicacdo da técnica DGT em &guas naturais, durante e
anteriormente ao periodo de elaboracdo deste trabalho, diversos estudos foram realizados para a
avaliacdo da técnica DGT na determinacdo de metais em agua doce e marinha utilizando agentes
ligantes na vertente convencional e alternativa. Além disso, paralelamente a esses estudos alguns
trabalhos foram desenvolvidos no Centro de Estudos Ambientais da Unesp de Rio Claro para a
avaliacdo da aplicacdo da técnica DGT em sua vertente alternativa (agente ligante de levedura
imobilizada em agarose e agente difusivo Papel Cromatografico 3MM) na determinacdo de
metais em aguas naturais.

Sherwood et al. (2009) realizaram imers6es de dispositivos da técnica DGT para avaliar o
risco ambiental de um emissario de rejeitos em aguas marinhas profundas. As medidas das
concentragOes totais, filtraveis e labeis de nove metais (Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Ni e Zn)
foram conduzidas em cinco sitios diferentes localizados a 4,2 km do emissario e em trés
profundidades diferentes (50-70; 105-130; 135-155 m) por 4 a 7 dias. Os resultados mostraram
que as concentracOes labeis de metais determinados usando a DGT ficaram abaixo das diretrizes
australianas de qualidade da agua (para a protecdo de 99 % dos organismos marinhos) a 0,13 km
dos emissérios para Cd, Cr e Ni. Também ficaram abaixo do padréo (para a protecdo de 95 % dos

organismos marinhos) a 0,4, 0,7 e 3,6 km para Pb, Zn e Cu, respectivamente.
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A especiacgéo e biodisponibilidade de Cd, Cu, Ni e Pb na costa Bulgara do Mar Negro foi
avaliada por Slaveykova et al. (2009) através da técnica DGT e HF-PML. Foram constatadas
pelos autores a potencialidade das duas técnicas para especiacdo e avaliagdo da
biodisponibilidade dos analitos em ambientes complexos, informag¢Bes importantes necessarias
para a compreensdo do papel das diferentes espécies quimicas na biodisponibilidade de metais
em aguas marinhas.

Wallner-Kersanach et al. (2009) utilizaram a DGT para determinar a fracdo labil de
metais ( Cd, Co, Cu, Mn, Ni e Zn) durante diferentes condi¢Bes hidrologicas no Estuério da
Lagoa dos Patos. Segundo os autores, os resultados demonstraram a sensibilidade da DGT para
especiacdo de metais e a viabilidade do uso da técnica em aguas estuarinas altamente dinamicas
para a obtencao da concentracdo de metais traco labeis.

Ding et al. (2010) realizou a mensuragdo de fosforo reativo dissolvido através da técnica
de difusdo em filmes finos por gradientes de concentragdo usando um novo agente ligante. Oxido
de zircbnio amorfo meio-seco (5% de teor de agua) foi misturado com solucao de acrilamida para
a preparacdo da nova fase de ligacdo. O gel ligante resultante teve uma alta capacidade de ligacédo
(223 mg P cm™) para o fosfato. Uma solucéo de NaOH (1 M) foi utilizada para eluicdo de fosfato
a partir do gel, e uma eficiéncia de eluicéo de 0,95 foi obtida. Um teste de captacdo da DGT com
esse gel mostrou a sua dependéncia da temperatura, e ndo houve influéncia do pH (3-10) e da
forca idnica (10 nM a 0,1 M). A sua capacidade para a resposta da DGT foi superior a 100 ug P
cm?, correspondendo a uma concentragdo de fosforo reativo dissolvido de mais de 20 mg L™
para uma imersdo de 24 h com um dispositivo DGT padrdo a 25 ° C, que foi, pelo menos, 50
vezes a mais que o do gel de 6xido de ferro comumente usados na DGT técnica. Esta técnica foi
demonstrada de maneira satisfatéria em imersdes in situ em regides dominadas por algas e
macrofitas aquaticas do Lago Taihu.

Panther et al. (2010) avaliaram um novo método que usa dioxido de titinio como base
absorvente (Metsorb) comparando-o com o ja bem estabelecido método da DGT que utiliza o
mineral (Fes+)203+0.5H20 ((Fe3+)203+0.5H20 com gel de poliacrilamida). Experimentos da DGT
em séries temporais mostraram que a massa de fosforo acumulada por Metsorb e pelo mineral

(Fe3+)203+0.5H20 foi linear com o tempo, quando imergido em solugdes simples.
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Ambos os métodos da DGT mostraram as variacdes das captacdes previstas para o pH
(4,0-8,3) e forca idnica (0,0001-1 mol L™ de NaNO3) e a capacidade total da fase ligante Metsorb
(~ 40 000 P ng) foi 2,5-5 vezes superior a capacidade total relatada da fase ligante do mineral
(Fes+)203+0.5H20. Imersdes in situ de dispositivos da DGT contendo o Metsorb com vérias
espessuras de camada difusora permitiram a mensuracdo exata de ambos as camadas limite
difusivas e concentracdo in situ de fosforo reativo dissolvido. O método DGT utilizando o
Metsorb tem performance similar ao do hidreto de ferro para agua doce mas se mostra mais
precisa que para a determinacdo de fosforo reativo dissolvido em &guas marinhas.

Schintu et al. (2010) avaliaram a determinacdo de metais (Cd, Cu, Pb e Zn) em areas
marinhas préximas a uma fundicao de zinco e chumbo no sudoeste de Sardinia (Italia) utilizando
a técnica DGT e espécies de algas verdes, vermelhas e marrons. No estudo foram encontrados
relagdes significativas entre o conteddo de Pb em P. Pavonica e no obtido através do DGT,
sugerindo que as concentracdes de elementos ndo essenciais como o Pb nos tecidos de algas sdo
aparentemente controlados pela quantidade das espécies de metais dissolvidas nas aguas
marinhas. Os estudos demonstraram que tanto a técnica DGT, como os métodos utilizando algas,
podem ser utilizados para um melhor entendimento da disponibilidade de metais trago nas aguas
marinhas.

Outro estudo de maior abrangéncia foi realizado por Schint et al. (2008) para avaliar as
concentracdes de Cd, Cu, Ni e Pb em diferentes areas das aguas da costa de Sardinia (Italia),
utilizando mexilhdes (Mytilus galloprovincialis) e a técnica DGT. Os dispositivos da técnica
DGT forneceram maior sensibilidade na determinacdo de diferencas de concentracfes entre 0s
locais de estudo, enquanto a interpretacdo dos dados do biomonitoramento revelaram
dificuldades relacionadas aos fatores bioticos e abioticos que podem influenciar as mensuracdes.
Analises de regressdo mostraram correlagdes significantes entre as concentracdes de Pb e Cd nos
tecidos dos mexilhGes e biodisponivel nas aguas marinhas. Os mexilhfes ndo apresentaram
acumulacgdo de Cu e Ni, entretando a técnica DGT apresentou concentragfes labeis significativas
destas espécies biodisponiveis nas aguas marinhas. Os resultados mostraram a potencialidade de
utilizacdo dos dois métodos discutidos para o estudo da disponibilidade de metais traco em aguas

costeiras.



20

Stark et al. (2006) avaliaram a qualidade da 4gua de uma enseada marinha (“Brown Bay”)
durante o periodo de remediacdo de um local de disposi¢cdo de residuos abandonado no site da
Casey Station, Leste da Antartida. Neste estudo foram utilizados uma combinacdo de
biomonitoramento com métodos quimicos analiticos. Foram dispostas in situ uma espécie de
anfipodo da Antartida, Paramoera walkeri, e dispositivos da técnica DGT, durante 0 mesmo
periodo. Ndo houve nenhuma diferenca de mortalidade da espécie de anfipodo imersa no local de
estudo se comparadas com outros locais de referéncia. Entretanto, houveram diferencas
significativas nas concentragdes de metais presentes nos anfipodos da “Brown Bay” (maiores
concentragOes de antimonio, cobre, cadmio, chumbo, ferro e estanho) com relagdo a mesma
espécie em outros locais de referéncia. As diferencas de concentracdo dos metais nos locais de
estudo obtidas através da técnica DGT foram menos sensitivas do que as determinadas através
dos anfipodos indicando que as ligacbes dos metais em particulas suspensas na agua
configuraram-se como uma forma potencial de contaminacdo. Os resultados indicaram que
apesar da remediacdo da area estar sendo bem sucedida na prevencdo de efeitos toxicos, a
qualidade da agua do local de estudo foi reduzida, aumentando a biodisponibilidade de metais
que podem levar a efeitos cronicos na biota aquatica.

A Saccharomyces cerevisiae € um substrato bioldgico utilizado anteriormente como
material sorvente em varios métodos de extracdo em fase sélida para a separacdo e pré-
concentracdo de diversos metais, como o Fe, Ni, Cd, Zn, Cu e Pb (BAG et al., 1998; BAG et al.,
1999; MAQUIEIRA et al., 1994; BISCARO et al., 2007). O material é barato e facilmente
encontrado na forma desidratada. Mais recentemente, a aplicacdo analitica da levedura foi
expandida para a determinacdo seletiva de espécies de metais e metaldides (SMICHOWSKI, et
al., 2000; KOH et al., 2005; MENEGARIO et al., 2007; BAG et al, 2000; MENEGARIO et al.,
2005; MADRID et al., 1995; PEREZ-CORONA et al., 1998; MENEGARIO et al., 2006;
PEREZ-CORONA et al., 1997; CALDORIN et al., 2006). Por exemplo, espécies de As(lll),
Cd(in), Cr(l), metilmercurio, Sb(lll), Se(1V), e Sn(IV) na presenca de As(V), Cd-MT, Cr(VI),
Hg(ll), Sb(V), Se(VI) e Sn(ll), respectivamente, s@o retidas quantitativamente e seletivamente

pela levedura.
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Estudos recentes realizados no Centro de Estudos Ambientais da UNESP - Rio Claro
utilizando Saccharomyces cerevisiae imobilizada em agarose mostraram a potencialidade de sua
utilizacdo como agente ligante na técnica DGT para a determinacao de Cd e Pb.

Tonello et al. (2010) propuseram a utilizagdo de um agente ligante de Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em agarose para a técnica DGT. No estudo foram realizados alguns testes
de retencdo de Cd com diferentes composi¢cdes de S. Cerevisiae (4,5 % - 20% m/v) e agarose
(1,5-5,0% m/v). A composi¢do com melhores resultados foi a de 20% m/v de levedura e 1,5% de
agarose. Resultados muito consisténtes, para retencéo de Cd, foram obtidos para uma faixa de pH
de 4,5 a 7,5 e para forcas idnicas > 0,005 mol L™' e o material proposto foi utilizado para a
analise de aguas de mar e de rios. Para a determinacdo de Cd, houve uma excelente concordancia
entre os resultados obtidos com o material proposto e os resultados obtidos para o material
convencional (Chelex-100), validando assim, o uso dos géis de levedura-agarose como agente
ligante da técnica DGT.

Pescim et al. (2011) desenvolveram um estudo sobre a retencdo de Pb utilizando o
agente ligante de levedura imobilizada em agarose com composicdo diferente (20% m/v S.
Cerevisiae e 3,0% m/v de agarose) do estudo de Tonello et al. (2010). Alguns parametros da
DGT como fator de eluicdo, tempo de imersdo, forca ibnica e pH, foram testados. A curva de
imersdo obtida foi caracterizada por boa correlacdo linear (R?=0,9878), demostrando uma
excelente concordancia com a curva teorica prevista. Com relacao as variaveis do sistema, o Pb
foi eluido efetivamente com HNO3; 12,5% (v/v) e os resultados para retencdo de chumbo foram
consistentes com forgas idnicas > 0,005 mol L™ e com uma faixa de pH de 4,5 a 8,5. Além disso,
a determinacdo de Pb em &guas de rio utilizando a DGT apresentou concordancia com o total
dissolvido de Pb e a combinacdo de ICP OES com as imersbes in situ durante 72 horas,

utilizando a técnica DGT, possibilitaram a determinacéo da fracéo labil de Pb em aguas de rio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos e acessorios

Foram utilizados um espectrébmetro de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (GBC modelo integra XL) equipado com camara de nebulizacdo ciclénica (Glass
Expansion) e nebulizador ultra-sonico (CETAC - U5000AT") e um espectrometro de massas
(ICP-MS).

Outros equipamentos utilizados foram:

- Vidrarias e acessorios de laboratorio;

- Os pistdes e as luvas dos dispositivos DGT foram obtidos da DGT Research ® Ltd.

- Agitador Orbital

- Equipamentos de uso rotineiro em laboratorios de quimica analitica, como sistemas
purificadores de agua, medidores de pH, termmetro, agitadores e balancas analiticas;

- Estufa projetada para analise de DBO com temperatura controlada (Tecnal — TE-391)

- Tubos de centrifuga;

4.1.2 Reagentes e Solugdes

Para a vertente convencional, o agente ligante utilizado foi o gel de poliacrilamida-
agarose com resina quelante Chelex-100. O agente difusivo foi o gel de poliacrilamida-agarose, e
a membrana filtrante foi de acetato de celulose.

Para a vertente alternativa o agente ligante utilizado foi o gel de levedura-agarose e como
agente difusivo o Papel Cromatografico Chr 3MM (Whatman).

Os principais reagentes e solugdes utilizados foram: Resina Chelex 100 (200-400 mesh),
HNO3 sub-boiling, acido acético e solugdo padrdo multielementar.

Todas as solucBes foram preparadas usando agua purificada a uma resistividade de 18

Qcm.
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4.1.3 Amostras

As amostras de agua de mar utilizadas sdo provenientes de regides sujeitas a descargas de

emissarios marinhos na Bacia Potiguar, Rio Grande do Norte.

3.2 Métodos

4.2.1 Principios da técnica DGT
A técnica DGT se baseia na 1° lei de difuséo de Fick. O fluxo (F) dos ions que difundem
da camada do gel difusivo para a resina é dado pela equacao (1):
F=D(C,-C")/Ag Q)
onde D é o coeficiente de difusdo do gel, Cy é a concentracdo do ion labil na solucéo
externa, C’ é a concentracdo do ion livre na resina e Ag € a espessura do gel difusivo. Se os ions
estiverem em rapido equilibrio com a resina e apresentarem uma forte ligacdo, a concentracdo C’
serd zero, caso ndo ocorra a saturagdo da resina, assim temos a equagéo (I1):
F =DC,/Ag ()
Sendo a definigdo de fluxo F =M /At, onde M é a massa do ion, A a area da janela do
dispositivo e t o tempo, podemos reescrever a equagéo (1) :
M = DC,tA/Ag (1

Determina-se a massa M do ion e calcula-se a concentracdo C, do metal na solucdo externa
(solucéo onde dispositivo foi imerso) com a equagéo (1V):

C, = MAg/DtA (1V)
A massa do ion acumulada M no disco de gel com resina é obtida através da equacao (V):
M= Ce (Ve +ngel)/ fe (V)

luente
onde C, é a concentracdo do ion determinada no eluido, Veyente € 0 Volume de eluente adicionado

ao gel com resina, Vg € 0 volume do gel com resina e fe é o fator de elui¢éo para cada ion.
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4.2.2 Procedimento de montagem e experimentos de imersao dos dispositivos

O dispositivo DGT consiste basicamente em um pistdo de polipropileno, sobre o qual é
colocada uma camada de um gel ligante, posteriormente um gel difusivo, e uma membrana
filtrante (Figura 1). Essas camadas séo fixadas ao pistdo por uma presilha de polipropileno, a qual
possui uma janela de 20 mm de didmetro para que ocorra a difusdo dos ions da solucdo para o
interior do dispositivo. A camada difusiva assegura que, mesmo quando o dispositivo DGT é
imerso em sistemas com regimes de convecgdo descontrolados (como aguas de rios e mares), as

medidas sejam independentes das varia¢des do fluxo.

As imersbes dos dispositivos foram realizadas em amostras de agua de mar,
condicionadas em temperatura de 4 °C.

Durante as imerses, as temperaturas de imersdo foram mantidas constantes (T=23 °C)
para que ndo houvesse variagdo dos coeficientes de difusdo dos analitos (D). As solugdes foram
mantidas sob agitacdo para que uma camada, denominada DBL (Diffusive boundary layer), que
se forma na frente do dispositivo e se comporta como sendo uma extensao do agente difusivo,
fosse reduzida o maximo e ndo retardasse a difusdo dos analitos para a superficie do ligante.

Os experimentos consistiram na realizagdo de imersdes de curtos (4, 6, 8 horas) e longos
periodos (1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 e 14 dias) dos dispositivos da DGT, para vertente convencional, e
de longos periodos (1, 4, 5 e 7 dias) para a vertente alternativa. As curtas e longas imersdes

foram conduzidas em recipientes contendo 7 L de amostra.

Na vertente alternativa o gel de levedura imobilizada em agarose foi avaliado com
relagdo a retencdo e fracionamento quimico de Cd e Pb na amostra. As curvas de imersdo para
massas tedricas e massas obtidas foram comparadas de modo a avaliar o agente ligante

alternativo com relacéo a efetividade na determinacgéo de frac6es labeis na amostra marinha.

Na vertente convencional foram utilizados agentes difusivos e restritivos (possui menor
porosidade restringindo a passagem de algumas espécies quimicas) com a finalidade de avaliar a

presenca de fragdes organicas dos analitos na amostra de agua de mar da regido de estudo.



25

4.2.3 Procedimento para recuperacéo e determinacdo das massas dos analitos retidas no agente
ligante

A recuperacdo dos analitos do agente ligante convencional foi realizada através da
eluicdo, adicionando-se 2 mL de HNO3z 2 Molar (%) ao material. A solugdo foi mantida sob
agitacdo durante 4 horas e em seguida foi introduzida no ICP MS.

O procedimento de eluigdo utilizado para o agente ligante alternativo foi realizado
adicionando-se 0,5 mL de HNO;3; concentrado ao material para a dissolucdo da agarose e,
posteriormente, diluicdo da solugdo para 4 mL. A solucdo foi mantida sob agitacdo durante 4
horas. Em seguida a solucdo foi levada a centrifuga para separacdo das fases liquida e sélida e

posterior introducéo no ICP MS.

O fator de eluicdo dos analitos (fe) foi calculado segundo a equacdo (V1):

e = Mepy/ Mygt (V1)

Onde, mg, € a massa eluida no agente ligante e my; € a massa retida. Os fatores de eluicédo
dos analitos para os agentes difusivo e restritivo, determinados previamente no Centro de Estudos
Ambientais da Unesp (CEA) encontram-se apresentados na Tabela 1.0 fator de eluig¢éo utilizados
para Pb e Cd no agente ligante alternativo foi f.=0,90 (PESCIM et al., 2011).

Tabela 1. Fatores de eluicdo dos analitos f. para agentes difusivo e restritivo

Analitos Difusivo
Ni 0,81
Cu 0,75
Zn 0,89
Cd 0,86

Pb 0,53
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4.2.4 Calculos das massas retidas (esperada e obtida) nos dispositivos

As determinac6es das massas retidas esperadas nas amostras de imersao para cada tempo

(t) foram realizadas através da equacao (111):

M = DC,tA/Ag ()

As determinacfes das massas retidas esperadas nas amostras de dgua do mar, para cada
tempo (t), foram realizadas através da eq. (2) e considerando uma espessura de 0,46 mm para o
agente difuso (4g) uma area de 3,14 cm?. Os coeficientes de difusdo (D) para cada metal no
agente difusivo e restritivo e para o Papel Cromatografico 3MM  foram previamente
determinados (MENEGARIO et al., 2010; ALMEIDA et al., 2008) e sdo apresentados
respectivamente nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Coeficientes de difusdo dos analitos D (10 cm?s™, 23°C) nos

agentes difusivo e restritivo

Analitos Difusivo Restritivo
Ni 5,47 3,83
Cu 5,9 4,13
Zn 5,76 4,03
Cd 577 4,04
Pb 7,61 5,32

Fonte: DGT Research ®

Tabela 3. Coeficientes de difusdo D (10° cm?s™, 23°C) de Cd e Pb no
Papel Cromatografico SMM

Analitos Coeficientes de Difusédo
(D)
Cd 1,51

Pb 3,18
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Para o célculo da massa retida obtida utilizou-se a equacéo (VI1):
M=C..Vi/f, (V1)

Onde M é a massa do analito determinada, C. € a concentracdo determinada através do
ICP OES, V; é o volume final do tubo de centrifuga apos o tratamento com HNO3 e diluicdo em

agua e f, é o fator de eluicéo do analito.

4.2.5 Determinacdo da Concentracgao total dos analitos na amostra

As concentragdes totais dos analitos na amostra foram determinadas através de insercéo
direta (com diluigéo de 10 vezes) da amostra no ICP MS. As concentragdes totais obtidas foram
comparadas com as concentracGe médias determinadas através da técnica DGT. Essa comparacéo

foi realizada com a finalidade de validar a efetividade da técnica DGT.

4.2.6 Preparo do gel ligante de Saccharomyces cerevisiae imobilizada em agarose

O gel ligante foi preparado conforme procedimento realizado por Pescim et al. (2011):

Dissolveu-se a agarose (1,50g) em 50 mL de agua e na solucdo adicionou-se a
Saccharomyces cerevisiae desidratada (10 g) em banho-maria (80 °C) sob agitacdo com bast&o
de vidro. A mistura foi entdo transferida para uma placa de vidro, permanecendo em repouso até
atingir a temperatura ambiente para adquirir consisténcia na forma de gel.

A lamina de gel formada (1 mm de espessura) foi cortada em discos de 2,5 cm de

diametro. Os discos foram lavados e preservados em agua purificada (4 °C).
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S. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curvas de imersédo de Cd, Pb, Zn, Cu e Ni para o agente ligante convencional

Abaixo sdo apresentadas as curvas de imersdo dos analitos para os agentes difusivos
(Figuras 2 a 6) e restritivos (Figuras 7 a 11) em periodos longos de imersdo; e para 0s agentes

difusivos (Figuras 12 a 16) e restritivos (Figuras 17 a 21) em periodos curtos de imersao:

Figura 3. Curva de imersdo de Cd para agente difusivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 4. Curva de imersdo de Pb para agente difusivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 5. Curva de imersdo de Zn para agente difusivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 6. Curva de imersdo de Cu para agente difusivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 7. Curva de imersdo de Ni para agente difusivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 8. Curva de imersdo de Cd para agente restritivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 9. Curva de imersdo de Pb para agente restritivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 10. Curva de imersdo de Zn para agente restritivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 11. Curva de imersdo de Cu para agente restritivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Figura 12. Curva de imersdo de Ni para agente restritivo (periodos longos). Temperatura=23°C.
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Foram observados bons resultados para os elementos Zn, Ni e Cu. As curvas de imersao
desses elementos apresentaram boa correlacdo linear respectivamente para os géis difusivos e
restritivos: Zn (y=36,047x+79,613 R? = 0,9586), Ni (y=1,1155x+1,5378; R? = 0,9789) e Cu
(y=1,0984x+0,6525; R2 = 0,764); Zn (y=30,824x+62,909; R2 = 0,9444), Cu(y =0,6847x+3,2843;
Rz = 0,8143) e Ni (y=0,9893x+1,1662; R2 = 0,9286), denotando que a técnica foi utilizada com
sucesso para a determinacdo desses metais para longos periodos de imersdo na amostra de agua
marinha.

Apesar disso, foi observado baixa correlacdo linear para as curvas de imersdo de Cd e Pb.
As variaces de massa obtidas para as curvas de imersdo de Cd e Pb podem ser atribuidas a
contaminacdo dos metais provenientes do acido nitrico (HNO3) utilizado para a eluicdo dos
analitos e do manuseio dos agentes ligantes e difusivos.

Devido as baixas concentra¢fes dos analitos na amostra, o sistema apresenta-se sensivel a
contaminacgédo, o que pode influenciar significativamente os resultados das massas retidas pelo
agente ligante.

Para obtencéo de resultados mais concordantes, foram retirados das curvas de imerséo, 0s

valores de massas obtidas nos dias 3, 8 e 9 para agente difusivo, e 2, 6 e 8 para agente restritivo.



34

Especificamente para esses pontos foram identificadas contaminacdes significativas para

todos os analitos, as quais poderiam interferir no padréo de distribuicdo das massas obtidas ao

longo do periodo considerado e afentar significantemente o resultado final.

Figura 13. Curva de imersio de Cd para agente difusivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 14. Curva de imersdo de Pb para agente difusivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 15. Curva de imersio de Zn para agente difusivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 16. Curva de imersdo de Cu para agente difusivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 17. Curva de imerséo de Ni para agente difusivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 18. Curva de imersdo de Cd para agente restritivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 19. Curva de imersdo de Pb para agente restritivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 20. Curva de imersdo de Zn para agente restritivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.

Curva de Imersao Zn
250
IS
200
® 150
ﬁ ’
® 100
E N
50
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
tempo (horas)




Figura 21. Curva de imersdo de Cu para agente restritivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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Figura 22. Curva de imersdo de Ni para agente restritivo (periodos curtos). Temperatura=23°C.
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A baixa correlacdo linear obtida para os analitos nas curvas de imersao de curtos periodos
de 4, 6 e 8 horas (Figuras 12-21), tanto para o agente difusivo quanto para o restritivo, pode ser
atribuida ao curto periodo de imersdo adotado, que associado a baixa concentracdo dos analitos
presentes na amostra, ndo permitiu que houvesse significativo acumulo de massa no agente
ligante.

Outro fator a ser considerado, e que também pode ser associado a baixa concentracdo de
analitos, é a ocorréncia aparente de contaminacao para os dispositivos no periodo de 6 horas.
Essa contaminagdo pode ser percebida para todos os analitos, quando considerado o agente
restritivo (Figuras 17-21), e para Cu e Ni no agente difusivo (Figuras 15 e 16).

5.2 Curvas de imerséo de Pb e Cd para o agente ligante alternativo

A performance do agente ligante de levedura imobilizada em agarose e o papel
Cromatografico 3 MM Chr (agente difusivo) foi avaliada durante 7 dias através de imersdes em
amostras de agua de mar.

As Figuras 22 e 23 apresentam as massas de Pb e Cd retidas pelos dispositivos em uma
amostra de agua de mar com “spike” (2.5 pgL™ Pb e Cd) e a curva de imersdo esperada para uma
solugdo contendo 2.5 ugL™ de Pb e Cd. Os resultados sugerem que parte Pb contido na solucéo
apresenta-se ndo labil, ou seja, ndo disponivel para a retencéo pelo agente ligante proposto.

A andlise realizada através do software CHEAQS mostrou que as espécies principais de
Pb na amostra de agua de mar sdo: PhCI* (26.2 %) , Pb(SO4)2 % (24.9 %), PbClyug (15.4%),
Pb(SO,) ( 9%), PbCl3 (6.0 %). A especiacdo do Pb em amostra de dgua de mar (pH=7,66) foi
realizada considerando a presenca de CI™ (19,700 mg I'), Na* (10,900 mg I™), Mg®* (1,290 mg I
1, SO (2,760 mg 1), Ca?* (420 mg 1), K* (400 mg I™") and CO3* (135 mg I™Y).
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As Figuras 22 e 23 demonstram uma boa concordancia entre a massa de Pb e Cd retida
pelo gel ligante de levedura e a massa esperada em uma solugdo de 2.5 pL™ Pb e Cd, sendo para
Pb, considerado somente a espécie PbCI*. Os dados obtidos para o tempo de imersdo de 7 dias
sugere a saturacdo do agente ligante. Estes resultados sugerem que o mecanimo de adsorcdo do
Pb pela S. Cerevisiae ocorre principalmente devido a troca iénica e através dos grupos Tiol para
Cd. Deste modo, o material proposto oferece uma diferente forma para o fracionamento do
chumbo se comparado com a resina Chelex-100 (ZHANG e DAVISON, 1995).

Figura 23. Curva de imersdo contendo a Massa total de Pb (esperada),
Massa obtida de Pb e massa de PbCI* em funcio do tempo de imersdo para
4gua do mar contendo 2,5 mg L™ de Pb (pH = 7,66). Os amostradores foram
montados utilizando-se 2 discos de Papel Cromatografico 3MM (0,92 mm) e
discos contendo 20% (m / v) de S. cerevisiae e 3% (m/v) de agarose.
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Figura 24. Curva de imersdo contendo a Massa total (esperada) e obtida de
Cd em funcéo do tempo de imerséo para 4gua do mar contendo 2,5 mg L™ de
Cd (pH = 7,66). Os amostradores foram montados utilizando-se 2 discos de
Papel Cromatografico 3MM (0,92 mm) e discos contendo 20% (m / v) de S.

cerevisiae e 3% (m/v) de agarose. Temperatura=23°C.

Curva de Imersao Cd

90,0

80,0
00 y=8,847x+ 6,226
’ R?=0,9
50,0 =
40,0 / 4 Massa obtida
30,0

20,0 / M Massa esperada
10,0 l/

0,0 T T T 1

massa (ng)

tempo (dias)

41



42

5.3. Comparacdo entre as concentragdes de Cd, Pb, Zn, Cu e Ni obtidas com gel

difusivo e restritivo na amostra de agua de mar

As Tabelas 4-8 apresentam a comparacdo das concentracdes determinadas pela técnica
DGT utilizando agentes difusivos e restritivos. Para essa comparagdo foram adotadas somente as
concentracdes das imersGes a partir de 6 dias para longos periodos, de modo a minimizar
possiveis interferéncias causadas por contaminacdo ou baixa pré-concentracdo nas imersdes

realizadas para periodos menores.

Tabela 4. Concentracfes de Cd em amostras de agua de mar determinada pela técnica DGT

ConcentragOes ConcentragOes
Tempo (dias) obtidas com gel difusivo obtidas com gel restritivo
(ug LY (ug LY
7 0,01 0,01
8 0,09 0,02
9 0,004 0,05
14 0,003 0,004
Média £ IC 0,03 £0,07 0,02 £ 0,04

(Intervalo de Confianca)




Tabela 5. ConcentracGes de Pb em amostras de agua de mar determinada pela técnica DGT
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Concentragoes ConcentracOes
Tempo (dias) obtidas com gel difusivo obtidas com gel restritivo
(ng L) (ng L)

6 0,04 0,07

7 0,15 0,05

8 0,06 0,10

14 0,06 0,07
Meédia £ IC 0,08 £ 0,08 0,07 £0,03

(Intervalo de Confianga)

Tabela 6. ConcentracBes de Zn em amostras de &gua de mar determinada pela técnica DGT

ConcentragOes Concentragdes
Tempo (dias) obtidas com gel difusivo obtidas com gel restritivo
(ug LY (ug L)

6 2,30 3,92

7 3,08 2,65

9 2,52 3,29

14 2,49 3,10
Média £ IC 2,60 £ 0,54 3,24 £0,84

(Intervalo de Confianca)
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Tabela 7. Concentracdes de Cu em amostras de 4gua de mar determinada pela técnica DGT

Concentragdes Concentrag0es
Tempo (dias) obtidas com gel difusivo obtidas com gel restritivo
(ng L™ (ng L)

7 0,05 0,08

8 0,04 0,06

9 0,03 0,10

14 0,08 0,07
Meédia £ IC 0,05+0,03 0,08 £ 0,03

(Intervalo de Confianca)

Tabela 8. Concentraces de Ni em amostras de &gua de mar determinada pela técnica DGT

Concentracoes Concentragoes
Tempo (dias) obtidas com gel difusivo obtidas com gel restritivo
(ng L) (ug L)

6 0,07 0,09

7 0,09 0,07

8 0,12 0,14

14 0,08 0,10
Média £ IC 0,09 £ 0,04 0,10 £ 0,05

(Intervalo de Confianga)
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Para a averiguagdo da existéncia e significancia de compostos organicos na amostra de
agua de mar, foram realizadas comparagBes entre as concentracdes obtidas para o agente
restritivo e difusivo, através da comparacdo dos valores dos intervalos de confianca (IC) com
significancia de 95%.

Para os resultados apresentados (Tabelas 4-8), pode-se interpretar que as fracOes
organicas e inorgénicas dos analitos presentes na amostra de &gua de mar ndo sdo
significativamente diferentes, demostrando portanto que ndo ha quantidades significativas de
compostos organicos na amostra.

As baixas concentracGes dos analitos presentes na amostra de agua de mar e o curto
periodo de imersdo contribuiram para uma baixa pré-concentracdo e maior suceptibilidade a
ocorréncia de contaminacGes nos primeiros dias da realizacdo do experimento, mesmo assim,
esses fatores ndo foram limitantes para a obtencdo do resultado final. Deste modo, as
concentragcdes determinadas para os primeiros dias (1,2 e 3 dias) ndo foram utilizadas para a
avaliacdo das fracBes organicas e inorganicas através das concentragGes obtidas para o agente
restritivo e difusivo. Além disso as concentracdes para alguns dias também ndo foram
consideradas, devido a contaminacdes pontuais.

As contaminacOes podem ter ocorrido durante 0 manuseio dos dispositivos e dos géis, ou

também ter sido provenientes dos tubos de centrifuga e frascos utilizados nos experimentos.
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5.4 Comparacao entre as concentragdes de Cd, Pb, Zn, Cu e Ni obtidas com gel difusivo e
restritivo na técnica DGT e concentracfes através de determinacdo direta da amostra de

agua de mar.

Tabela 9. Comparacéo entre as concentragdes totais dos analitos na amostra e as obtidas com o
DGT

Amostra de Concentracfes médias
Elementos agua de mar obtidas com 0 DGT
(ug L) (ug L)
Ni <0,70* 0,10 £ 0,008
Cu <1,67 0,06 £ 0,023
Zn <2,86 2,92 £ 0,456
Cd <0,33 0,02 £ 0,005
Pb <0,47 0,08 + 0,006

*: Limites de quantificacao (100)

Para todos os elementos de estudo a concentracdo total determinada apresentou
resultados abaixo do limite de quantificacdo (LQ) para o ICP MS.

As baixas concentragdes dos analitos presentes na amostra de estudo e a necessidade de
diluicdo da amostra em 10 vezes para que o teor de sédio (3% m/v) presente na d&gua do mar nédo
cause interferéncias significativas nas determinacfes das concentracfes totais de metais por ICP
MS, resulta em uma concentracdo dos analitos muito inferior aos valores presentes na amostra e
pré-concentrados através da técnica DGT.

Com a realizacdo da diluicdo, as concentragdes totais obtidas para os metais de estudo
apresentaram-se abaixo do limite de quantificagdo (LQ) do ICP MS (Tabela 9). A pré-
concentracdo promovida pela DGT possibilita a determinacdo da concentracdo para menores
limites de quantificacdo. Uma vez que o agente ligante da técnica DGT acumula a massa dos
analitos durante um periodo de tempo (pré-concentracdo), é possivel determinar concentraces

tragos e ultra-tragos.
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Deste modo, como apresentado na Tabela 9, as concentragcdes determinadas pela DGT
encontram-se abaixo LQ para a concentracdo total determinada diretamente por ICP MS,

indicando concordancia entre as determinacdes através das duas técnicas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que mesmo em amostras contendo baixas
concentracdes de metais, a técnica DGT pode ser utilizada com sucesso para a determinacédo das
concentragfes dos analitos em aguas marinhas, tanto para a vertente convencional (Cd, Cu, Ni,
Pb e Zn), como para a vertente alternativa (Pb e Cd). Para o agente ligante alternativo, os
resultados das imersdes sugeriram que a parte do Pb na amostra ndo se encontra na forma labil e
gue o mecanismo de adsorcdo do Pb pela S. Cerevisiae ocorre principalmente devido a troca
ibnica.

As analises das fracbes organicas e inorganicas da amostra indicaram que, para todos 0s
analitos, as concentracfes determinadas com os dipositivos contendo os agentes difusivo e
restritivo ndo sdo significativamente diferentes. A partir deste resultado, pode-se concluir que nao
ha fracdes significativas de compostos organicos na amostra.

Deste modo, pode-se concluir que a técnica DGT, em sua vertente convencional e
alternativa, € efetiva para a determinacéo e fracionamento quimico de Cd, Cu, Ni, Pb e Zn em
amostras de agua de mar sujeitas a emissarios marinhos, podendo o seu uso ser extendido para o

estudo da determinacdo desses metais in situ.
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